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RESUMEN 
~ XI ~ 
La enfermedad tromboembólica venosa (ETV) en su expresión trombosis venosa profunda 
y/o embolia pulmonar es una enfermedad multifactorial compleja de considerables 
dimensiones. Su relación con el cáncer está bien establecida, un porcentaje no despreciable 
de pacientes con ETV son posteriormente diagnosticados de cáncer y a su vez una de las 
complicaciones más frecuentes en los pacientes con cáncer es la enfermedad 
tromboembólica. En todas las neoplasias se genera un estado de hipercoagulabilidad, pero 
determinados tipos como el cáncer de pulmón, el de páncreas, o los cánceres gástricos tienen 
una mayor incidencia de ETV y se encuentran más asociados a la trombosis. La aparición de 
ETV en pacientes con cáncer se asocia con un peor pronóstico y un difícil manejo desde el 
punto de vista clínico. La comunidad científica se centra en el hallazgo de biomarcadores que 
permitan un diagnóstico precoz de la neoplasia subyacente en los pacientes con ETV y una 
mejor estratificación del riesgo de ETV en los pacientes con cáncer. En este sentido, uno de 
los biomarcadores estudiados más prometedores son las micropartículas (MPs). Las MPs son 
unas microvesículas de entre 0,1- y 1-µm de diámetro liberadas al torrente circulatorio por 
diferentes tipos celulares en situaciones de activación daño celular o apoptosis. Inicialmente 
se consideraban polvo celular desprovisto de cualquier función biológica pero hoy en día se 
consideran un fiel reflejo de la activación y/o regeneración tisular in vivo. Sus propiedades y 
características dependen de la célula y el estímulo que las origine y aunque se han detectado 
MPs en sujetos sanos, niveles elevados se han encontrado en pacientes con diversas 
patologías entre las que se incluyen la ETV y el cáncer. Hasta ahora la mayoría de estudios 
diseñados son estudios de cohortes longitudinales centrados en las MPs como posibles 
biomarcadores del evento trombótico en el paciente con cáncer y aún no resultados 
concluyentes al respecto. La facilidad con la que los niveles y propiedades de las MPs 
circulantes se alteran ex vivo y la variabilidad de protocolos utilizados en los laboratorios 
porque no existe un protocolo estandarizado de aislamiento y detección de MPs podrían 
explicar los resultados inconsistentes entre los diferentes trabajos. 
Esta tesis se centra en el estudio, caracterización y cuantificación de diferentes tipos de MPs 
circulantes en pacientes con ETV idiopática y pacientes con cáncer que no han desarrollado 
ETV. Nuestro objetivo fue identificar alguna población o poblaciones de MPs características 
de la ETV o del cáncer que nos permitieran discriminar entre ambas enfermedades y que 
pudieran servir para el diseño de futuros estudios.  Debido a la necesidad de conseguir un 
protocolo consensuado que facilite una medición precisa, objetiva y reproducible  de las 
MPs, como paso previo a la caracterización de MPs en los pacientes con ETV y pacientes 
con cáncer, se  llevaron a cabo dos estudios metodológicos que también se han recogido en 
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esta tesis. El primero de ellos evaluaba el impacto de la centrifugación y congelación del 
plasma sobre los niveles de MPs y su capacidad procoagulante. Se preparó plasma de 21 
sujetos sanos siguiendo 4 protocolos de centrifugación: 1500 g 30 min 4 ºC; 1500 g 30 min 
20 ºC; 2x2500 g 10 min 4 ºC y 2x2500 g 10 min 20 ºC. Se determinaron los niveles de MPs 
totales y su actividad progoaculante mediante citometría y ensayos funcionales 
respectivamente. Las determinaciones se realizaron sobre el plasma freso y sobre el plasma 
tras un ciclo de congelación-descongelación. En nuestros resultados observamos que el 
aumento de la velocidad de centrifugación disminuía significativamente los niveles y la 
actividad de las MPs detectados en el plasma, mientras que la temperatura de centrifugación 
no afectaba a ninguna de las propiedades de las MPs. La congelación-descongelación del 
plasma también afectaba, aumentando significativamente los niveles de MPs totales y su 
actividad procoagulante. Estas observaciones indicaban que la comparación de resultados 
entre laboratorios estaba muy limitada si la velocidad de centrifugación y condiciones de 
conservación de la muestra no habían sido las mismas. Sin embargo, habría puertas hacia la 
comparación de resultados entre muestras procesadas con protocolos idénticos de velocidad 
y tiempo de centrifugación pero con diferentes condiciones de temperatura. 
El segundo estudio metodológico se centraba en la evaluación de una nueva estrategia de 
calibración de los citómetros de flujo como herramienta para la optimización en la detección 
de MPs y la comparación de resultados entre diferentes plataformas citométricas. La 
citometría de flujo, es el método más empleado para la medición de MPs, la mayoría de 
trabajos utilizan bolas fluorescentes de diferentes tamaños para la calibración de los 
citómetros pero la falta de un protocolo de calibración consensuado junto con la variabilidad 
que existen en los citómetros en cuanto a su capacidad de resolución se refiere hace que la 
comparación fiable de resultados sobre MPs entre citómetros con diferentes características 
técnicas esté muy limitado. Nuestro objetivo era evaluar una nueva estrategia de calibración 
basada en dos combinaciones diferentes de bolas fluorescentes especialmente diseñadas para 
establecer una región de MPs que sea comparable entre citómetros que tengan una mayor 
capacidad de resolución en el parámetro citométrico “ forward scattered light” (FS, da 
información sobre el tamaño de las MPs) y citómetros que tengan una mayor capacidad de 
resolución en el parámetro “side scattered light” (SS, da información sobre la complejidad de 
las MPs). Para llevarla a cabo se cuantificaron en muestras de plasma de 65 pacientes los 
niveles de MPs totales y MPs de procedencia plaquetar (PMPs) en dos tipos de citómetros, 
uno optimizado para el parámetro FS (citómetro Navios) y otro optimizado para SS 
(citómetro LSR Fortessa). En nuestros resultados observamos que los niveles tanto de MPs 
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totales como de PMPs detectados en el citómetro Navios se encontraban significativamente 
más elevados que en el citómetro LSR Fortessa. Sin embargo, se encontró una alta y 
significativa correlación positiva entre los resultados de ambos citómetros tanto para los 
niveles de MPs totales como para los niveles de PMPs. Basándonos en nuestros hallazgos 
podemos decir que la determinación de MPs en citómetros calibrados siguiendo esta 
estrategia es un método fiable. La comparación de resultados en valor absoluto entre 
citómetros con diferentes características técnicas para FS y SS no es posible, en su lugar debe 
realizarse una comparación relativa o porcentual de los resultados la cual sí es fiable y precisa. 
Por último, escogiendo como protocolo preanalítico la centrifugación de  1500 g 30 min a 4 
ºC y como método analítico el citómetro LSR Fortessa calibrado con las Megamix-Plus, se 
llevó a cabo la caracterización de MPs circulantes en  pacientes con ETV idiopática y 
pacientes con cáncer que no desarrollaron ETV. En concreto se cuantificaron niveles de 
MPs totales, procedencia celular de las MPs (endotelial, plaquetar o leucocitaria) y niveles de 
MPs que expresaran en superficie factor tisular (MPs+FT) o glicoproteína ligando 1 de la P-
selectina (MPs+PSGL1), proteínas  conocidas por su implicación en el proceso de formación 
del trombo. Para ello se utilizó plasma de 138 pacientes con ETV de naturaleza idiopática, 96 
pacientes con cáncer (47 pulmón, 21 gástrico o pancreático y 28 colon)que no desarrollaron 
trombosis  y 14 sujetos sanos utilizados a modo de referencia. De forma adicional en todos 
los pacientes se determinaron concentraciones plasmáticas de dímero D, P-selectina soluble y 
FT antigénico, marcadores también implicados en el proceso de coagulación. En nuestros 
resultados encontramos que además de los niveles dímero D y de sP-selectina, los niveles de 
MPs+FT se encontraban significativamente más elevados en los pacientes con ETV 
idiopática que en los pacientes con cáncer que no desarrollaron ETV. Además en los 
pacientes con cáncer gástrico o pancreático se detectaron niveles de MPs+PSGL1 
significativamente más elevadas que en el grupo de ETV idiopática. Estos resultados ayudan 
a pensar que determinados tipos de MPs circulantes podrían tener capacidad discriminante 
entre el cáncer y la trombosis y sustentarían el diseño de futuros estudios de cohortes con 
pacientes con cáncer y ETV que permitieran validar nuestra hipótesis. 
 
                                                                                                                          
  
Listado de figuras 
  
  
                                                                                                                               LISTADO DE FIGURAS                                                                                                                           
   
 
~ XV ~ 
  
Figura 1. Vías de la cascada de coagulación. .................................................................................. 16 
Figura 2. Modelo celular de la coagulación. ................................................................................... 18 
Figura 3. Esquema proceso fibrinolítico por la acción del activador tisular de plasmina (tPA).
 .............................................................................................................................................................. 19 
Figura 4. Tamaño de las vesículas extracelulares. .......................................................................... 20 
Figura 5. Formación y liberación de vesículas extracelulares. ..................................................... 22 
Figura 6. Proceso de formación de las MPs. .................................................................................. 25 
Figura 7. Estructura y composición de las MPs. ........................................................................... 27 
Figura 8. Vías de comunicación intercelular utilizadas por las MPs. .......................................... 28 
Figura 9. Ensamblaje de los complejos de coagulación en la membrana lipídica. .................... 29 
Figura 10. Esquema del fundamento de la citometría de flujo. ................................................... 36 
Figura 11. Calibración del citómetro basándose en una combinación de bolas de calibración 
fluorescentes (Megamix). .................................................................................................................. 50 
Figura 12. Caracterización de MPs circulantes por citometría de flujo. ..................................... 52 
Figura 13. Medición de la actividad procoagulante dependiente de fosfolípidos asociados a las 
MPs. ..................................................................................................................................................... 55 
Figura 14. Medición de actividad procoagulantes de fosfolípidos asociados a MPs. ............... 56 
Figura 15. Esquema del fundamento del ELISA tipo sándwich. ................................................ 57 
Figura 16. Efecto de la temperatura de centrifugación en los niveles de MPs circulantes y su 
actividad procoagulante asociada. .................................................................................................... 62 
Figura 17. Influencia de la velocidad de centrifugación en los niveles de MPs circulantes y su 
actividad procoagulante asociada plasma fresco. ........................................................................... 64 
Figura 18. Correlaciones entre las determinaciones realizadas sobre plasma pobre en 
plaquetas (PPP) tras un ciclo de congelación-descongelación. .................................................... 65 
Figura 19. Niveles de MPs circulantes en plasma pobre en plaquetas (PPP) y plasma libre de 
micropartículas (PLMPs) determinados mediante citometría de flujo. ...................................... 66 
Figura 20. Influencia de la congelación del plasma pobre en plaquetas (PPP) sobre los niveles 
de MPs circulantes y su actividad procoagulante asociada. .......................................................... 68 
Figura 21. Calibración del citómetro Navios con una nueva estrategia para la optimización en 
la detección de MPs. .......................................................................................................................... 70 
Figura 22. Calibración del citómetro LSR Fortessa utilizando una nueva estrategia para 
optimizar la detección de MPs. ........................................................................................................ 72 
Figura 23.Cuantificación de las MPs de procedencia plaquetar (PMPs) en dos tipos diferentes 
de citómetro. ....................................................................................................................................... 73 
Figura 24. Correlación de los niveles de MPs circulantes entre ambas plataformas 
citométricas. ........................................................................................................................................ 74 
Figura 25. Diagrama de flujo con la inclusión de los pacientes en el estudio. .......................... 75 
Figura 26. Perfil de MPs totales y su procedencia celular en los diferentes grupos de estudio.
 .............................................................................................................................................................. 79 
Figura 27. Perfil de MPs con factor tisular (MPs+FT) en el grupo de ETV versus el grupo de 
cáncer. .................................................................................................................................................. 80 
Figura 28. Perfil de MPs totales y su procedencia celular en los subgrupos de cáncer y en el 
grupo de ETV. .................................................................................................................................... 82 
                                                                                                                               LISTADO DE FIGURAS                                                                                                                           
   
 
~ XVI ~ 
Figura 29. Perfil de las MPs plaquetares con factor tisular (PMPs+FT) en los subgrupos de 
cáncer y en la ETV. ............................................................................................................................83 
Figura 30. Perfil de MPs circulantes con glicoproteína ligando 1 de la P-selectina 
(MPs+PSGL1) en los subtipos de cáncer y en la ETV. ................................................................84 
Figura 31. Comparación de los niveles de dímer D (A) y P-selectina soluble (B) entre 
pacientes con cáncer y pacientes con ETV. ....................................................................................86 
 
                                                                                                                          
  
Listado de tablas  
                                                                                                                               LISTADO DE TABLAS 
  
 
~ XVIII ~ 
Tabla 1. Características de los diferentes tipos de vesículas extracelulares.................................21 
Tabla 2. Principales estímulos para la liberación de MPs en función del tipo celular ..............24 
Tabla 3. Criterios utilizados para la identificación de MPs mediante citometría de flujo 
utilizando anticuerpos monoclonales específicos ...........................................................................53 
Tabla 4. Efecto de la centrifugación y conservación de la muestra sobre el número absoluto 
de MPs circulantes y su actividad procoagulante asociada ...........................................................61 
Tabla 5. Características clínicas y demográficas de los tres grupos de estudio. .........................76 
Tabla 6. MPs con factor tisular (MPs+FT) y su procedencia celular ..........................................80 
Tabla 7. Perfil de MPs con glicoproteína ligando 1 de P-selectina (MPs+PSGL1) y su 
procedencia celular .............................................................................................................................81 
Tabla 8. Perfil de MPs circulantes con factor tisular (MPs+FT) y su procedencia celular en 
los subtipos de cáncer y en la ETV ..................................................................................................85 
   
Abreviaturas y acrónimos 
  
                                                                                                             ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS
   
 
~ XX ~ 
ADP: adenosín difosfato 
Angio TC: angiografía por tomografía computerizada helicoidal 
AnV: anexina V 
ARN: ácido ribonucleico 
ATP: adenosín trifosfato 
AVC: accidente vasculocerebral 
BD: Becton Dickinson Biosciences 
CAT: trombograma automatizado calibrado 
CATS: “cáncer and thrombosis study” 
CI: consentimiento informado 
ELISA: ensayo por inmunoadsorción asociado a enzimas 
EMPs: micropartículas de procedencia endotelial 
EMPs+FT: micropartículas de procedencia endotelial con factor tisular en la superficie 
celular 
EP: embolismo pulmonar 
EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
Eq PS: equivalente de fosfatidilserina 
ER: retículo endoplásmico 
ETV: enfermedad tromboembólica venosa 
FDPs: producto de degradación de la fibrina 
FI/FIa: factor I/factor I activado 
FII/FIIa: factor II/factor II activado 
FITC: isotiocianato de fluoresceína 
FIX/FIXa: factor IX/factor IX activado 
FL1: canal de fluorescencia  
FS/FSC: “forward scattered light”/canal de “forward scattered light” 
FT: factor tisular 
FV/FVa: factor V/factor V activado 
FVII/FVIIa: factor VII/factor VII activado 
FVIII/FVIII: factor VIII/factor VIII activado 
FX/FXa: factor X/factor X activado 
FX/FXa: factor X/factor X activado 
FXI/FXIa: factor XI/factor XI activado 
FXII/FXIIa: factor XII/factor XII activado 
GPI: fosfatidilinositol 
H2O2: agua oxigenada 
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HBPM: heparina de bajo peso molecular 
IC: intervalo de confianza 
IL-1α: interleuquina 1 alfa 
IMC: índice de masa corporal 
LMPs: micropartículas de procedencia leucocitaria 
LMPs+PSGL1: micropartículas de procedencia leucocitaria con glicoproteína ligando 1 de la 
P-selectina en la superficie celular 
LPS: lipopolisacárido 
MBV: cuerpos multivesiculares maduros 
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad 
MPs: micropartículas 
MPs+FT: micropartículas con factor tisular en la superficie de la membrana celular 
MPs+PSGL1: micropartículas con glicoproteína ligando 1 de la P-selectina en la superficie 
de la membrana celular 
NC: núcleo celular 
PAI-I: inhibidor de los activadores del plasminógeno 
PAR: receptor de proteasa 
PCR: proteína C reactiva 
PE: ficoeritrina 
PECy7: ficoeritrina cianina 7 
PLMPs: plasma libre de micropartículas 
PMPs: micropartículas de procedencia plaquetar 
PMPs+FT: micropartículas de procedencia plaquetar con factor tisular en la membrana 
celular 
PPL: fosfolípidos 
PPL-P: procoagulantes 
PPP: plasma pobre en plaquetas 
Procoag-PPL: fosfolípidos procoagulantes 
PS: fosfatidilserina 
PSGL1: glicoproteína ligando 1 de la P-selectina 
PT: protrombina 
PTP: escalas de probabilidad clínica 
PTP: pretest de probabilidad clínica 
RI: rango intercuartílico 
RIETE: registro informatizado de la enfermedad tromboembólica venosa 
ROS: especies reactivas de oxígeno 
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SAOS: síndrome de apnea obstructiva del sueño 
SERPIN: inhibidores serin proteasas 
sP-selectina: P-selectina soluble 
SS/SSC: “side scattered light”/canal de “side scattered light”  
TAFI: inhibidor fibrinolítico activado por trombina 
TC: tomografía computerizada 
TFPI: inhibidor de la vía del factor tisular 
TNF-α: factor de necrosis tumoral tipo alfa 
t-PA: activador del plasminógeno tisular 
TVP: trombosis venosa profunda 
u-PA: activador del plasminógeno tipo uroquinasa 
Gast-panc: cáncer gástrico o pancreático 
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1. Enfermedad tromboembólica venosa 
1.1. Definición 
La  enfermedad tromboembólica venosa (ETV) es una entidad clínica que comprende la 
trombosis venosa profunda (TVP) de miembros inferiores o superiores y su complicación 
más temida, el embolismo pulmonar (EP). La ETV es ocasionada por la obstrucción total o 
parcial del flujo sanguíneo provocada por la formación de una trombosis en el sistema 
venoso profundo, generalmente de las extremidades inferiores, aunque también en menor 
frecuencia pueden afectarse las extremidades superiores. El trombo en un proceso que forma 
parte de su evolución natural, puede desprenderse de la pared vascular y sus fragmentos 
migrar a través del sistema circulatorio impactando en las arterias pulmonares, dando lugar a 
la embolia o EP. Hay una estrecha relación entre la aparición de TVP y EP, en el 85 - 90 % 
de los casos de EP sintomáticos hay una TVP asociada [1] y en el 50 % de los pacientes con 
TVP sintomática existe una EP, en su mayoría silente [2]. Las causas de la ETV son 
multifactoriales en ellas intervienen antecedentes del paciente, factores clínicos e 
interacciones genético-ambientales [3-7]. 
1.2. Epidemiología 
1.2.1. Incidencia 
Aunque es difícil calcular la incidencia real de esta enfermedad, de forma global el trabajo de 
White de 2016 [8] estima una tasa en Europa entre 104 y 183 casos por cada 100000 
personas-año [9-18]. Esta cifra va aumentando de forma progresiva con la edad para las TVP 
y EP tanto en hombres como en mujeres[11, 17, 18], llegando hasta una tasa de incidencia de 
1 caso por cada 100 personas-año a la edad de 85 años [19]. Rara es su aparición durante o 
antes de la adolescencia [9, 11-14, 17, 18] a no ser que el paciente presente algún factor de 
riesgo ya sea congénito como ciertas mutaciones específicas  o adquirido como infección, 
cáncer o presencia de un catéter venoso central [20, 21]. Ajustada por edad la incidencia es 
ligeramente mayor en hombres, 130 casos por cada 100000 personas-año, que en mujeres, 
110 casos por cada 100000 personas-año mostrando una relación hombre:mujer de 1,2:1 [11, 
13, 18]. Sin embargo es algo más alta en mujeres durante la edad fértil mientras que a partir 
de los 45 años es mayor en hombres [13]. En cuanto a la etnia, la incidencia de ETV parece 
ser superior entre afroamericanos e inferior entre los asiáticos y los americanos nativos [22-
25]. El diagnóstico de la ETV ha permanecido relativamente constante durante el periodo 
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comprendido entre 1981-2000, pero sufrió un aumento entre los años 2001-2009 [8, 11, 16, 
17, 26]. Este aumento de la incidencia pudiera haber sido debido a un mejor diagnóstico por 
el  uso más extendido de equipos con mayor resolución  de tomografía axial computerizada 
(TC) [16]. 
Según los datos del Ministerio de Salud y Consumo,  en España desde 1999 hasta 2002, ha 
habido un aumento paulatino y constante del número de casos diagnosticados de ETV [27] y 
un incremento de la incidencia de EP entre los pacientes hospitalizados desde 20,44 por 
100000 habitantes en el  2002 a 32,69 en el 2011 (p < 0,05) [28]. Según el grupo RIETE 
(registro informatizado de pacientes con enfermedad tromboembólica), la tasa de incidencia 
de ETV en nuestro país durante el año 2003 giraba en torno a 116 casos por cada 100000 
habitantes, estimándose que durante ese año el 1% del total de ingresos hospitalarios fueron 
por episodios de ETV [29]. Se estima que en 2002 el coste anual en España por ingresos 
hospitalarios relacionados con esta enfermedad fue de 50484193 euros [27, 30]. 
1.2.2. Mortalidad 
Los trabajos que analizan la mortalidad y la supervivencia  varían ampliamente en sus diseños 
(retrospectivo o prospectivo), en los criterios de inclusión o en el seguimiento de los 
pacientes. Existe cierta controversia sobre si la mortalidad por ETV se está estabilizando [31-
33] o está descendiendo [34-37]. Durante el primer mes se estima que la tasa de mortalidad 
oscila entre el 3 % y el 5 % para la TVP [18, 38] y el  10 % - 31 % para EP [18, 38].  Dentro 
de la EP el 37 % de las muertes tienen lugar justo después de la aparición del evento [39] y el 
40% tras los 7 días [39]. El número de estudios de supervivencia a largo plazo es limitado 
[40, 41] y la información disponible en dichos trabajos es variable [9, 42]. Algunos autores 
sitúan la tasa de mortalidad a largo plazo en el 14 %, otros en el 40 %. En un reciente estudio 
se observó que el riesgo de muerte en estos pacientes es mayor que en una población sana 
incluso pasados los 30 años desde la aparición del evento [38]. La tasa de supervivencia para 
esta patología es peor de la esperada sobre todo cuando se trata de una EP [8, 39, 43, 44]. En 
las últimas décadas el aumento de la profilaxis [45, 46] y la mejora en la detección y 
tratamiento de la enfermedad han contribuido a mejorar la supervivencia. No obstante el 
índice de sospecha clínica sigue siendo bajo y los síntomas son atribuidos con frecuencia a 
otras patologías, retrasando con ello el diagnóstico [47]. En EEUU, aproximadamente el 10 
% de los pacientes con EP fallecen antes de ser diagnosticados [47] y está descrito que la 
muerte por esta patología podría ser prevenible hasta en el 50 % de los casos considerándose 
la causa de muerte más prevenible dentro de los ingresos hospitalarios [48-51]. Un estudio 
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realizado en Francia revela que la mayoría de los facultativos no estaban al corriente del 
algoritmo diagnóstico del EP y que el conocimiento sobre los factores de riesgo no eran los 
suficientes [52]. Durante una campaña de concienciación realizada sobre 100000 personas en 
Polonia, la tasa de diagnóstico de TVP aumentó, volviendo a los niveles iniciales tras la 
finalización de la misma [53]. 
En relación a otras patologías vasculares altamente prevalentes y según datos del Ministerio 
de Sanidad de España, los pacientes hospitalizados con EP fueron de 3 a 4 veces menos 
frecuentes que los que ingresan por otras enfermedades vasculares, como la cardiopatía 
isquémica o el accidente vasculocerebral (AVC). No obstante uno de cada 3 pacientes con 
EP frente a solo uno de cada 10 con cardiopatía isquémica o AVC, tuvieron un diagnóstico 
secundario asociado y estos pacientes fueron más complejos con mayor mortalidad [54]. 
1.3. Diagnóstico y tratamiento 
1.3.1. Síntomas y signos 
Las manifestaciones clínicas de la ETV son muy inespecíficas y variadas. Entre las más 
frecuentes para TVP se encuentra el dolor, edema blando con fóvea, calor, cianosis, eritema y 
circulación colateral. En el caso de EP, los síntomas más frecuentes son  la disnea, el dolor 
torácico y la taquipnea las cuales aparecen entre el 70 % y el 90 % de los casos. De forma 
menos frecuente pueden aparecer síncopes, hemoptisis, fiebre o palpitaciones [55]. 
1.3.2. Diagnóstico 
Diagnóstico de TVP 
La inespecificidad de los síntomas asociados a la TVP hace que el diagnóstico se base en la 
valoración clínica y en exploraciones complementarias. Actualmente la combinación de la 
estratificación de la sospecha clínica de TVP mediante escalas de probabilidad  (PTP) [56], 
los niveles de dímero D y las pruebas de imagen permiten un diagnóstico en la mayoría de 
los casos sin necesidad de recurrir a métodos invasivos. El dímero D es el producto de 
degradación de la fibrina que forma el coágulo, puede encontrarse elevado en los pacientes 
con ETV pero también en otros contextos como en procesos inflamatorios. Debido a su 
escasa especificidad y a su alta sensibilidad es utilizado en los algoritmos diagnósticos de 
ETV por su alto valor predictivo negativo. La determinación del dímero D < 500 ng/ml 
junto con una sospecha clínica moderada o baja, es una buena herramienta para descartar la 
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TVP. Cuando se requieren pruebas complementarias no invasivas las técnicas ecográficas 
más empleadas para el diagnóstico de ETV son la ecografía venosa compresiva, la ecografía 
dúplex y la eco-Doppler color. Dentro de las pruebas invasivas la flebografía de TVP está 
considerada como prueba de referencia ya que permite la visualización directa del trombo. 
Sin embargo, su carácter invasivo, la necesidad del uso de contrastes yodados y el desarrollo 
de otras técnicas han provocado que su empleo haya disminuido a favor de la TC, que 
permite tanto la visualización del sector infrapoplíteo, como territorios más proximales, 
venas cavas y pélvicas. Otras pruebas de imagen como la resonancia magnética nuclear son 
poco frecuentes para el diagnóstico de TVP aunque potencialmente útiles [55].  
Diagnóstico de EP 
La variabilidad de la EP es tan inespecífica, que se requieren técnicas de valoración clínica 
para acercarnos al problema de la forma más objetiva posible. La estratificación de la 
sospecha mediante reglas de predicción  vuelve a ser un aliado que facilita la interpretación 
de las demás pruebas diagnósticas. Las escalas de predicción de Wells y de Ginebra han sido 
las más utilizadas y validadas [57, 58]. Generalmente las exploraciones complementarias de 
fácil acceso como la gasometría arterial, el electrocardiograma y la radiología de tórax tienen 
un valor para establecer o descartar diagnósticos alternativos. En la gasometría arterial la 
existencia de hipoxemia es una alteración frecuente en la EP aunque una presión de oxígeno 
normal no descarta el diagnóstico. Las alteraciones en el electrocardiograma son frecuentes 
en los pacientes con EP y con una sospecha clínica apropiada sustentan firmemente el 
diagnóstico de EP. En cuanto a la radiografía de tórax, su utilidad más que en su capacidad 
diagnóstica, radica en la posibilidad de descartar otras enfermedades capaces de simular una 
EP. 
Una mención especial es la determinación del dímero D cuyo papel en el diagnóstico de EP 
es similar al de la TVP. Un dímero D de alta sensibilidad con resultado negativo (< 500 
ng/mL) excluye EP en pacientes con probabilidad clínica baja o intermedia. Sin embargo, la 
determinación del dímero D no es rentable en pacientes con alta probabilidad clínica, en los 
cuales el porcentaje de pacientes con cifras < 500 ng/mL es bastante menor que en otras 
categorías. Además, en el hipotético caso de un dímero D negativo en una alta sospecha 
clínica,  no eximiría de continuar el algoritmo diagnóstico y solicitar otras pruebas. 
Finalmente el diagnóstico es descartado o confirmado mediante pruebas de imagen  la 
gammagrafía pulmonar, la angiografía por tomografía computerizada helicoidal (angio TC) y 
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la resonancia magnética nuclear. La gammagrafía pulmonar ha sido la técnica de elección 
como procedimiento de cribado durante más de 20 años, tiene la ventaja de ser un método 
seguro y poco invasivo. Hoy en día su uso ha sido desplazado por la angio TC que desde su 
desarrollo en el inicio de la década de los 90  para el diagnóstico de EP  se ha establecido 
como técnica de elección [55]. La resonancia magnética nuclear tiene un papel más teórico 
que real, sin embargo no ha obtenido buenos resultados en términos de sensibilidad [59]. 
1.3.3. Tratamiento 
Los episodios de ETV requieren tratamiento con anticoagulación. En una ETV aguda la 
duración estándar del tratamiento debe ser 3 meses, aunque en algunos casos puede ser 
necesario un periodo extendido más allá de los 3 meses o incluso de forma indefinida para la 
prevención secundaria de futuros eventos tromboembólicos sopesando en cada paciente el 
riesgo de recurrencia frente al riesgo de sangrado. 
Anticoagulantes parenterales 
La heparina de bajo peso molecular (HBPM)/fondaparinux debe ser el tratamiento de 
elección en los pacientes hemodinámicamente estables. El tratamiento, sobretodo en 
pacientes con probabilidad clínica alta o intermedia, se debe iniciar a la espera de los 
resultados de las pruebas complementarias que descarten o no la enfermedad.  
Antagonistas de la vitamina K 
La anticoagulación oral debe iniciarse tan pronto como sea posible. Las Guías de Práctica 
Clínica señalan iniciarla en el mismo día que el anticoagulante parenteral.  La warfarina, 
acenocumarol, fenprocumona, fenindiona y flunidiona son los principales anticoagulantes 
orales antagonistas de la vitamina K  utilizados hoy día [60]. 
Nuevos anticoagulantes orales 
El uso y la experiencia con anticoagulantes orales directos es bastante menor. Actualmente el 
rivaroxabán, dabigatrán y apixabán están aprobados en la Unión Europea para el tratamiento 
de la ETV.  
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1.4. Factores de riesgo 
Son aquellas condiciones inherentes al paciente o aquellas situaciones clínicas que aumenten 
la incidencia de episodios de ETV. Pueden ser factores heredados o provocados. Con 
frecuencia se pueden encontrar la combinación entre dos o más factores de riesgo que 
aumentan de forma exponencial la probabilidad de desarrollar ETV [61]. 
1.4.1. Factores de riesgo heredados 
Estudios familiares indican que la ETV tiene un alto componente genético y sigue un modo 
complejo de interacción ambiental [3, 5, 6]. Como factores de riesgo heredados se incluye: el 
descenso congénito de anticoagulantes naturales del plasma (antitrombina, proteína C, 
proteína S) [62, 63], las alteraciones en la regulación del sistema procoagulante como la 
resistencia a la proteína C activada o el factor V (FV) Leiden [26, 64, 65] y la elevación de la 
actividad de los factores procoagulantes en plasma como el fibrinógeno, la protrombina, el 
factor VIII (FVIII), el factor IX (FIX) o el factor XI (FXI) [66-69].  
El FV Leiden (resistencia a la proteína C activada) y la mutación del gen de la protrombina se 
consideran las alteraciones más comunes de trombofilias. La prevalencia  en la población del 
FV Leiden oscila entre el 4 % - 5% [61, 70] aumentando hasta el 13 % en pacientes con ETV 
[71]. El riesgo de ETV en estos sujetos es de 2 a 7 veces mayor en los individuos 
heterocigotos y hasta 40 veces en los homocigóticos [61, 72]. La mutación del gen de la 
protrombina (G20210A), tiene una prevalencia poblacional de entre el 2 % - 4 % [26, 73] y 
una frecuencia en pacientes con ETV que oscila entre el 6 % y el 17 % [73]. Otro factor a 
tener en cuenta en las trombofilias es el aumento de la concentración del factor FVIII 
presente en el 25 % de los  pacientes con ETV frente al 10 % en la población sana [74]. Las 
trombofilias congénitas interactúan con los factores de riesgo adquiridos o provocados, 
potenciando aún más el riesgo de ETV. De igual forma, la combinación de varias 
alteraciones genéticas incrementa aún más el riesgo de ETV [75]. 
1.4.2. Factores de riesgo provocados 
Los factores de riesgo provocados hacen referencia a aquellos que el individuo va 
adquiriendo a lo largo de su patobiografia o historia clínica. La edad sería el primer factor 
dentro de este capítulo a analizar, de hecho es uno de los factores adquiridos más 
importantes en la ETV. El riesgo de ETV está directamente asociado al incremento de la 
edad independientemente del resto de factores de puesto que con el aumento de la edad los 
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anticoagulantes naturales del plasma (proteína C y proteína S) disminuyen en mayor 
proporción que los factores procoagulantes favoreciéndose así un estado protrombótico. La 
inmovilización  junto con la cirugía son otros factores de riesgo importantes en la ETV sobre 
todo la inmovilización de más de una semana y la inmovilización prolongada pre y 
postoperatoria [76]. La ingesta de anticonceptivos orales también se encuentra asociada con 
la aparición de ETV [77, 78] debido en gran medida a su alto contenido de estrógenos. Se ha 
observado que otros tratamientos hormonales como el tratamiento hormonal sustitutivo 
aumentan entre 2 y 4 veces el riesgo de trombosis [79] y aunque parecen existir evidencias de 
peso que avalen esta asociación [77, 80], no hay un consenso entre autores sobre la 
asociación entre el tratamiento hormonal sustitutivo y el riesgo de ETV. El embarazo, la 
obesidad, la insuficiencia cardiaca, la exacerbación de la enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica (EPOC), la sepsis, los accidentes cerebrovasculares agudos o el cáncer son también 
considerados otros factores de riesgo adquiridos de la ETV. 
1.5. El cáncer como factor de riesgo de la ETV 
Desde que Trousseau observó en 1865 casos  de tromboflebitis migratoria en pacientes con 
cáncer y apuntó que en el  cáncer se generaba un estado espontáneo de hipercoagulabilidad 
son muchos los trabajos que han estudiado la asociación entre cáncer y trombosis estando 
hoy en día firmemente establecida. El cáncer es el factor de riesgo adquirido de mayor 
relevancia tanto en episodios primarios de ETV como en recidivas.  El  10 -  20 % de todos 
los casos de ETV se producen en pacientes con cáncer, con una presencia de hasta el 50 % 
en las autopsias de enfermos con neoplasias [81] y se estima que entre el 5 % y el 15 % de 
todas las neoplasias desarrollan eventos trombóticos [82] con una incidencia de TVP y EP en 
pacientes con cáncer del doble que en pacientes sin cáncer [61]. Esta incidencia está en 
aumento debido en gran medida al mejor diagnóstico y a la incorporación de nuevos 
tratamientos [81]. Esta relación entre cáncer y ETV es bidireccional, puesto que también 
existen casos en los que la trombosis es la primera manifestación del cáncer [83, 84]. Un 
estudio realizado con más de 15000 pacientes diagnosticados de TVP recoge que el 11,3 % 
de estos pacientes son posteriormente diagnosticados de neoplasia [85]. En 1992, Prandoni y 
colaboradores publicaron los resultados de un estudio de 145 pacientes con ETV idiopática 
los cuales fueron seguidos durante al menos un año después del diagnóstico. Once de los 145 
pacientes desarrollaron cáncer en 12 meses (7,6 %) [86, 87]. Varios estudios prospectivos y 
retrospectivos sustentan que el riesgo para un diagnóstico de cáncer en pacientes con ETV 
era de 4 a 7 veces mayor que en una población sana [86].  
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Debido a la considerable incidencia de cáncer en pacientes con ETV, se han propuesto 
métodos de cribado para la detección del cáncer oculto en pacientes con una trombosis 
“aparentemente” idiopática, aunque no existe un consenso sobre qué tipo de pruebas 
diagnósticas han de ser incluidas para ello. Inicialmente se propuso el denominado cribado 
“limitado” el cual incluye pruebas diagnósticas básicas como examen físico, historia del 
paciente, analítica sanguínea básica y radiografía de tórax. Estudios retrospectivos observaron 
que con el cribado “limitado” podían detectar hasta el 80 - 90 % de las neoplasias ocultas 
[88-90] mientras que otros estudios de similares características sugerían que este tipo de 
cribado era insuficiente [91-93]. Algunos autores propusieron un cribado “extenso” que 
añadía a las anteriores, pruebas de TC, endoscopia, mamografía y marcadores tumorales. En 
un estudio de cohortes prospectivo con 864 pacientes diagnosticados de ETV en el que 
realizaron un seguimiento de un año a todos los pacientes, encontraron que la versión de 
cribado “extendida” identificó un 24 % más de  pacientes trombóticos que posteriormente 
fueron diagnosticados de cáncer que el cribado “limitado” [92]. Sin embargo, recientes 
trabajos abogan por un cribado más limitado. Un estudio longitudinal prospectivo con 107 
pacientes diagnosticados de EP detectó que con un cribado simple no invasivo que incluyera 
radiografía de tórax, examen físico, historia del paciente bioquímica sanguínea de rutina y 
marcadores tumorales se obtenía una sensibilidad aceptable (55 %) y concluyeron que el uso 
de cribados más extendidos e invasivos en este perfil de pacientes no tenía suficiente 
beneficio clínico [94]. En otro estudio prospectivo longitudinal randomizado tampoco 
encontraron un beneficio clínico en el cribado “extendido”  que incluyera TC de pelvis y 
abdomen cuando se comparó con el cribado “limitado” en pacientes diagnosticados de ETV 
idiopática [95]. En otro estudio también prospectivo randomizado con pacientes 
diagnosticados de ETV a los que se les realizó un seguimiento de 2 años llegaron a la 
conclusión de que el cribado extendido podría identificar el cáncer de forma más precoz 
aunque no estaba claro que mejorara el pronóstico del paciente [96]. Como se puede 
observar hasta ahora no se ha encontrado un método de cribado con una 
sensibilidad/especificidad que permita identificar un alto porcentaje de las neoplasias 
subyacentes u ocultas con un valor predictivo positivo adecuado. 
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2. Cáncer 
2.1. Epidemiología 
2.1.1. Incidencia 
El cáncer es un problema sanitario de considerables dimensiones. Según la Organización 
Mundial de la Salud, en 2012 se registraron cerca de 14 millones de nuevos casos en todo el 
mundo. Las estimaciones poblacionales prevén un aumento hasta los 22 millones/año en los 
próximos dos decenios [97]. La Sociedad Española de Oncología Médica recoge que la 
incidencia de cáncer en nuestro país ha ido aumentando en los últimos 20 años debido en 
gran medida al aumento y envejecimiento poblacional y a la mejora en cuanto a la detección 
de la enfermedad. En un estudio realizado por la red española de registros de cáncer se 
estimó que en el año 2015 fueron diagnosticados en España alrededor de 248000 nuevos 
casos de cáncer de los cuales 149000 eran hombres y 99000 eran mujeres. Entre los 5 tipos 
de cáncer más comunes encontraron el cáncer colorrectal (41441 nuevos casos),  el de 
próstata (33370 nuevos casos), el de pulmón (28347 nuevos casos),  el de mama (27747 
nuevos casos) y el de vejiga (21093 nuevos casos) [98].  
2.1.2. Mortalidad 
El cáncer está considerado como la primera causa de muerte a nivel mundial, según la 
Organización Mundial de la Salud en el año 2015 se estimó que 8,8 millones de defunciones 
fueron causadas por esta enfermedad  y se prevé que esta cifra aumentará hasta los  13 
millones en el año 2032. 
En cuanto a la mortalidad en España por cáncer, el Centro Nacional de Epidemiología del 
Instituto de Salud Carlos III recoge que es la primera causa de muerte en varones y la 
segunda en mujeres, tras las enfermedades cardiovasculares. Se estima que en el año 2015 en 
nuestro país 1 de cada 3 muertes en varones y 1 de cada 5 muertes en mujeres fueron 
causadas por algún tipo de cáncer [98] suponiendo el 24 % de las muertes intrahospitalarias. 
2.2. Factores de riesgo de ETV en los pacientes con cáncer 
El riesgo de aparición de ETV no es el mismo en todos los pacientes con cáncer, varía según 
el tipo de cáncer o incluso en cada paciente a lo largo del tiempo. Existen diferentes factores 
que pueden interactuar simultáneamente y afectar al riesgo de trombosis en un paciente 
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oncológico. Estos factores de riesgo dependen fundamentalmente del paciente, de la 
enfermedad neoplásica y de los tratamientos recibidos [99, 100].  
2.2.1. Factores individuales o intrínsecos 
Entre los factores de riesgo dependientes del paciente se encuentra la edad y las 
comorbilidades como enfermedades respiratorias, cardiacas, infecciones, obesidad, la 
inmovilización prolongada y los antecedentes de trombosis. Se ha observado que el riesgo de 
desarrollar trombosis en pacientes con cáncer que ya han sufrido un episodio trombótico con 
anterioridad es entre 6 y 7 veces mayor que en aquellos que nunca la han desarrollado [99, 
100]. Las anomalías trombofílicas hereditarias que aumentan ya de por sí el riesgo de 
trombosis son un factor de riesgo exponencial en los pacientes con cáncer [84, 101]. 
2.2.2. Factores asociados al tipo de cáncer 
Aunque cualquier neoplasia genera un estado de hipercoagulabilidad, la incidencia de ETV en 
los pacientes con cáncer varía dependiendo del tipo de tumor y del estadío de la enfermedad 
[99]. Los cánceres gástrico y pancreático son uno de  los más asociados a episodios de ETV 
[102-105]. Estudios de cohortes sitúan el cáncer pancreático como el subtipo de cáncer con 
mayor incidencia de ETV (40,9) frente al 17,7 del tumor cerebral. [102]. Otro tipo de 
tumores sólidos asociados son el cerebral, ginecológico, pulmonar y renal, [102-104, 106-
108]. En un estudio con diferentes tipos de cáncer comunes se observa que la mayor 
incidencia de ETV ocurre durante el primer año de seguimiento en pacientes metastásicos de 
cáncer pancreático (20,0), estómago (10,7), vejiga (7,9) o pulmón (5,0) [103]. Entre los 
cánceres hematológicos asociados a trombosis destacan el mieloma, el linfoma y la leucemia 
agua [81, 99]. 
En cuanto al grado de progresión de la enfermedad se considera que los pacientes con cáncer 
metastásico o localmente avanzado tienen un mayor riesgo de desarrollar ETV que aquellos 
con un cáncer localizado [99, 101, 103, 109, 110]. En el estudio CATS (“Cancer And 
Thrombosis Study”) evaluaron la asociación  entre el cáncer local (N0) regional (N1-3) o 
distal (M1) y la aparición de eventos trombóticos en 832 pacientes oncológicos. Estos 
investigadores observaron que pacientes con un grado de desarrollo del cáncer distal o 
regional presentaban a los 6 meses mayor probabilidad acumulativa de presentar ETV (en 
torno al 6 %) que aquellos pacientes con cáncer local (alrededor del 2 %)  [111]. 
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En cuanto al periodo de mayor riesgo para el paciente con cáncer de sufrir una ETV, se 
observa una mayor incidencia en los primeros 3-6 meses desde el diagnóstico de cáncer, 
hecho que puede estar relacionado con una mayor agresividad biológica del tumor y con las 
intervenciones médicas como la realización de cirugía mayor o el inicio de la quimioterapia 
[101]. 
2.2.3. Factores relacionados con el tratamiento 
La administración de agentes quimioterápicos es un importante factor asociado al desarrollo 
de ETV. Estudios muestran que la quimioterapia incrementa hasta 6,5 veces el riesgo de 
trombosis [112]. Los agentes citotóxicos pueden actuar bien alterando niveles de proteínas 
específicas que actúan en la coagulación o bien dañando directamente el endotelio, uno de 
los más asociados a la trombosis es el cisplatino [113]. También se ha observado que los 
tratamientos hormonales como el tratamiento con tamoxifeno aumentan la incidencia de 
ETV en algunos tipos de cáncer [99], probablemente este tipo de fármacos actúen 
reduciendo los niveles plasmáticos de anticoagulantes naturales. La cirugía y el cateterismo 
son ya de por sí factores de riesgo de ETV. En pacientes con cáncer, el riesgo de trombosis 
en esta situación se duplica [81] y puede persistir durante periodos de tiempo prolongados 
[114]. 
2.3.  La ETV en el cáncer  
Los episodios trombóticos son una de las complicaciones más frecuentes en los enfermos 
con cáncer y afecta de manera importante a su calidad de vida. Estos pacientes son a menudo 
de difícil manejo clínico, precisan tratamiento anticoagulante durante periodos de tiempo 
prolongados, y el riesgo tanto  de complicaciones hemorrágicas como de recurrencias es 
mayor [115, 116]. Se estima que de cada 7 fallecimientos de pacientes oncológicos con 
ingreso hospitalario, uno muere a causa de una EP [114, 117]. De estos pacientes fallecidos 
por la EP, el 60 % tenían cáncer localizado o enfermedad localmente extendida y habrían 
vivido más tiempo en ausencia del episodio trombótico. En otro estudio holandés 
observaron que los pacientes con cáncer y ETV tenían un riesgo de mortalidad 2,2 veces 
mayor que  pacientes equivalentes diagnosticados de cáncer pero sin ETV [118] y un trabajo 
con 4466 pacientes diagnosticados de cáncer y en tratamiento con quimioterapia ambulatoria 
encontró que el tromboembolismo era la segunda causa de muerte en estos pacientes sólo 
por debajo de la propia progresión del tumor  [119]. La identificación de aquellos pacientes 
oncológicos con mayor riesgo de padecer episodios trombóticos podría ayudar a realizar una 
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estratificación del riesgo y adoptar medidas profilácticas efectivas en función de cada caso. 
En este sentido Khorana y colaboradores [120] publicaron una escala basada en 5 parámetros 
clínicos que identificaba los pacientes oncológicos con un alto riesgo de padecer una ETV. 
La escala de Khorana se ha validado en amplias series de pacientes, aunque con resultados 
dispares y poco satisfactorios siendo su poder de predicción de pacientes con alto riesgo 
insuficiente [121]. El grupo de Viena la modificó añadiendo dos biomarcadores, en concreto 
el dímero D y la P-selectina soluble (sP-selectina) [122, 123]. Con esta modificación la escala 
mejoró en la estimación del riesgo de ETV en los pacientes, pero sin alcanzar resultados 
óptimos para su generalización en la práctica clínica. Esta versión de la escala de Khorana en 
un modelo expandido tiene limitaciones ya que no se encuentra suficientemente validado y su 
utilización está limitada debido en parte al bajo número de pacientes detectados en el grupo 
de alto riesgo. En la última edición de la guía sobre el manejo de la ETV en pacientes con 
cáncer realizada por “The National Comprehensive Cancer Center Network” [124] se 
manifiestó la necesidad de mejorar los modelos de riesgo de ETV en pacientes bajo 
tratamiento con quimioterapia extrahospitalaria. Existe un reciente algoritmo de predicción 
del riesgo de trombosis que combina factores de riesgo genéticos y clínicos y que parece 
mejorar significativamente la capacidad de predicción del riesgo tromboembólico en la 
población [125]. El algoritmo incluye causas genéticas subyacentes al riesgo trombótico tales 
como mutaciones que dan lugar a un fenotipo protrombótico como factor V Leiden en el 
gen F5 o G20210A en el gen F2 de la protrombina [126], variantes genéticas de baja 
penetrancia asociadas a la ETV [127] y variantes genéticas que actúan modificando la vía de 
coagulación [128, 129]. Basándose en este modelo, estudios como el  “Oncothromb” [130] 
están intentando desarrollar un nuevo modelo de predicción del riesgo individual de ETV en 
pacientes con cáncer que reciben quimioterapia ambulatoria en el que se incluyan datos 
clínicos y genéticos de cada paciente. Hasta ahora no se ha encontrado un modelo predictivo 
que permita estratificar con suficiente sensibilidad/especificidad el riesgo de ETV en el 
paciente con cáncer. 
3. El equilibrio hemostático: coagulación y fibrinólisis 
La hemostasia es la capacidad que tiene el organismo para preservar la integridad del sistema 
circulatorio. La hemostasia permite la circulación de la sangre dentro de los vasos sanguíneos 
en estado líquido y, tras una lesión vascular,  regula la formación de un coágulo sanguíneo 
que detiene la hemorragia. Una vez reparado el daño, se encarga de disolver el coágulo. En 
una hemostasia adecuada existe un equilibrio dinámico entre reacciones procoagulantes 
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(favorecen la formación del coágulo), anticoagulantes (evitan la formación del coágulo) y 
fibrinolíticas (disuelven el coágulo) [131]. La pérdida de este equilibrio en favor de un 
aumento de la actividad procoagulante provoca la aparición trombos obstructivos que 
pueden desencadenar en trombosis venosas. La fisiopatología del cáncer también se asocia a 
una pérdida de este equilibrio en favor de un estado de hipercoagulabilidad.  
3.1. Fases de la hemostasia 
3.1.1. Hemostasia primaria  
En la primera etapa tiene lugar la interacción endotelio-plaqueta y la formación del tapón 
plaquetario. La hemostasia primaria comienza con la contracción o espasmo vascular del 
vaso inmediatamente después de ser dañado, su finalidad es reducir instantáneamente el flujo 
de sangre en el área afectada. A continuación tiene lugar la formación del tapón plaquetario. 
En este proceso, las sustancias anticoagulantes (óxido nítrico, prostaciclina, ectonucleotidasa 
CD39) liberadas normalmente por el endotelio no dañado dejan de liberarse. La capa 
subendotelial, que en situación sana está protegida por la capa endotelial,  entra en contacto 
con el torrente circulatorio. Esta capa presenta en su superficie factor tisular (FT) activado y 
colágeno. Las plaquetas al entrar en contacto con el colágeno se activan, adoptan formas 
irregulares con numerosos pseudópodos y se vuelven tan pegajosas que quedan adheridas al 
colágeno. Las plaquetas activadas se contraen fuertemente favoreciendo la liberación de 
factores activos presentes en sus gránulos como el adenosín difosfato (ADP) y el 
tromboxano A2 que actúan sucesivamente sobre plaquetas cercanas para activarlas y 
favorecer su adhesión a la superficie dañada formando así el denominado tapón plaquetario o 
trombo blanco.  
3.1.2. Hemostasia secundaria 
En esta fase tiene lugar la activación de una serie de proteínas denominadas factores de 
coagulación. Los factores de coagulación son proteínas presentes en su mayoría de forma 
circulante por el torrente sanguíneo que participan en la formación del coágulo sanguíneo. 
Uno de los principales factores de coagulación es el FT que puede encontrarse no sólo de 
forma circulante sino también en la superficie celular de las células endoteliales activadas, 
plaquetas activadas y monocitos [132, 133]. Habitualmente los factores de coagulación se 
encuentran en forma no activa y para su activación interactúan entre sí dando lugar a un 
conjunto de reacciones enzimáticas en cadena denominada cascada de coagulación, cuyo 
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producto final es la formación de un coágulo estable de fibrina que refuerce el tapón 
plaquetar formado durante la hemostasia primaria. Para mantener un equilibrio y evitar una 
coagulación generalizada el torrente sanguíneo también presenta sustancias con acción 
anticoagulante cuya función es regular la activación de la cascada. Uno de los principales 
inhibidores fisiológicos de la coagulación es la antitrombina III que actúa sobre la trombina y 
el factor X (FX) [134-136]. Este anticoagulante es por sí mismo un inhibidor relativamente 
ineficaz, siendo la tasa de inactivación de la trombina demasiado lenta como para prevenir la 
coagulación. Por el contrario, la heparina  es otro anticoagulante muy eficaz que actúa como 
puente entre la  trombina y la antitrombina y acelera alrededor de 1000 veces la velocidad de 
reacción, sin embargo su concentración fisiológica en la sangre suele ser insuficiente para 
evitar el proceso de coagulación. Por ello la administración de  heparina se ha convertido en 
uno de los tratamientos de elección en los pacientes con ETV [136]. 
3.2. Modelos de coagulación 
3.2.1. Modelo clásico de coagulación 
Según este modelo, existen dos vías que dan lugar a la formación del coágulo de fibrina, la vía 
intrínseca y la vía extrínseca. Aunque las dos vías son iniciadas por mecanismos diferentes 
ambas se relacionan entre sí y convergen en una vía común  que finaliza con la formación del 
coágulo [137].  
3.2.1.1. Vía extrínseca 
Esta vía se activa cuando tiene lugar una lesión del tejido vascular. Tras producirse el daño el 
FT expuesto en el endotelio vascular dañado se une al factor VII (FVII) activado (FVIIa) 
formando el complejo FT-FVIIa el cual constituye en condiciones fisiológicas el inicio de la 
coagulación. Este complejo puede bien activar al factor FIX para que éste active al FX, o 
bien activar directamente al factor FX. El FX activado (FXa) por un lado actúa sobre el FIX 
y lo activa (FIXa) amplificando la señal y por otro forma un complejo con el FV activado 
(FVa) y la protrombina (FII) denominado complejo protrombinasa. Este complejo se 
ensambla en la superficie de plaquetas activadas y se encarga de transformar la  protrombina, 
también llamada factor II (FII) en trombina o FII activado (FIIa). Esta enzima es la 
encargada de la conversión del fibrinógeno en fibrina. Los polímeros de fibrina formados se 
van uniendo para dar lugar al coágulo (Figura 1). 
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Figura 1. Vías de la cascada de coagulación. 
FXII: factor XII; FXI: factor XI;  FIX: factor IX; FX: factor X;  FVIII: factor VIII TF: factor tisular; 
VII: factor VII. La letra “a” junto al número de cada factor indica su activación. Adaptación de 
Bhattacharjee y col. [142]. 
3.2.1.2. Vía intrínseca 
Esta vía se activa en respuesta a una anormalidad en un vaso pero en ausencia de daño 
tisular. Su papel bajo condiciones fisiológicas es poco significante, actualmente se considera 
una vía de amplificación de la vía extrínseca (Figura 1). Comienza con la activación del factor 
XII (FXII) y con la liberación de fosfolípidos plaquetarios que contienen la lipoproteína 
plaquetaria llamada factor plaquetario-3. El FXII activado (FXIIa) y actúa activando al FXI 
que a su vez activa al FIX. El FIXa junto con el FVIIIa, los fosfolípidos plaquetarios y el 
factor 3 plaquetario activan al factor X. Éste se ensambla en la superficie de la membrana 
plaquetar con el FVa para formar el complejo protrombinasa. Este complejo el cual rompe la 
protrombina en fragmentos de trombina, la trombina a su vez fragmenta el fibrinógeno 
produciéndose filamentos de fibrina [138]. 
3.2.2. Modelo celular de la coagulación 
Este modelo fue desarrollado por Maureane Hoffman en el 2003 [139] y posteriormente 
revisado por Furie en el 2008 [140] y es el  que hasta ahora mejor explican el funcionamiento 
de la cascada de coagulación in vivo. Su principal diferencia con el anterior es que considera a 
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las células como elementos esenciales en la activación y regulación de la formación del 
coágulo. Considera que las células tienen capacidad de dirigir el proceso hemostático y no 
que no sólo participan como superficies de ensamblaje de los complejos de coagulación 
[139]. Los modelos celulares dividen la coagulación en tres fases.  
3.2.2.1. Fase de iniciación 
Considera el FT el principal iniciador de la coagulación. El FT presente en la superficie de 
plaquetas o monocitos activados o en el endotelio dañado reconoce al FVII circulante 
activado y se une a él. El complejo FT-FVIIa activa a los factores IX y X y al propio FVII 
[141]. El FXa es capaz de generar pequeñas cantidades de trombina de manera local que 
juegan un importante papel en la activación del FVIII y de las plaquetas en la siguiente fase 
(Figura 2). 
3.2.2.2. Fase de amplificación 
Las plaquetas se adhieren a la matriz subendotelial y se activan por la exposición de FT. 
Estas plaquetas activadas se contraen, vierten los factores activos contenidos en sus gránulos  
que favorecen la activación y adhesión de nuevas plaquetas al igual que durante el proceso de 
formación del tapón plaquetario. La superficie con carga negativa de las plaquetas activadas, 
la pequeña cantidad de trombina generada y la presencia de calcio sanguíneo, amplifican la 
señal procoagulante inicial y activan a los factores FV, FVIII y FXI los cuales forman 
complejos estables en la superficie de las plaquetas activadas (Figura 2). 
3.2.2.3. Fase de propagación 
La superficie plaquetar sirve de ensamblaje para la formación de los complejos denominados 
tenasa (FVIIIa, FIXa, calcio y fosfolípidos aniónicos) y protrombinasa (FVa, FXa, calcio y 
fosfolípidos aniónicos) ambos considerados complejos iniciadores de la fase de propagación. 
El complejo tenasa cataliza la activación del FX y el complejo protrombinasa cataliza la 
conversión de protrombina en trombina. El complejo protrombinasa permite la generación 
de grandes cantidades de trombina encargada de catalizar la reacción que convierte el 
fibrinógeno soluble en fibrina insoluble. La trombina se encarga también de la activación del 
factor XIII (FXIII) encargado de estabilizar la fibrina y del inhibidor fibrinolítico (TAFI) 
favoreciendo así la formación de un coágulo estable y resistente a la lisis. La trombina  
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participa a su vez en la activación de plaquetas y de FV, FVIII, FXI y FXIII aumentando así 
la señal de coagulación (Figura 2). 
 
Figura 2. Modelo celular de la coagulación.  
TF: factor tisular; FVIIa: factor VII activado. Mackman y col. [133]. 
3.3. Fibrinólisis 
La formación del coágulo interrumpe la pérdida de sangre tras una lesión. Cuando la lesión 
se ha reparado el coágulo se elimina para restablecer el flujo sanguíneo. Al proceso de 
disolución del coágulo se le denomina fibrinólisis [143], en él intervienen una serie de 
activadores e inhibidores los cuales regulan la conversión del proenzima circulante, 
plasminógeno, en el enzima activo plasmina encargado de romper la fibras de fibrina [144] y 
de otros procoagulantes proteicos como el fibrinógeno, el FV , el FVIII, la protrombina y el 
FXII [145, 146]. 
Cuando se forma un coágulo, un gran número de moléculas de plasminógeno y de proteínas 
plasmáticas quedan atrapadas en él, al mismo tiempo, los tejidos lesionados y el endotelio 
vascular liberan muy lentamente potentes activadores del plasminógeno [144, 147] como el 
tipo uroquinasa (u-PA) y el tipo tisular (t-PA)(Figura 3), ambos se unen a sus respectivos 
receptores en la superficie celular. Del mismo modo, el plasminógeno circulante se une a sus 
receptores de la superficie endotelial y se activa por la acción del t-PA y u-PA que catalizan la 
conversión del plasminógeno a la plasmina encargada de la degradación del coágulo de 
fibrina. Uno de los productos de la degradación de la fibrina es el dímero D, utilizado en los 
algoritmos diagnósticos de la ETV. La duración y la magnitud de la fibrinólisis está regulada 
por el inhibidor circulante de la plasmina, el alfa-2 antiplasmina y por el inhibidor de los 
activadores del plasminógeno (PAI-1, Figura 3)  [148, 149]. Las plaquetas también 
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contribuyen a mantener la integridad del tapón hemostático, liberando PAI-1 en los lugares 
de lesión vascular, una vez que se ha producido la agregación plaquetaria [149]. 
 
Figura 3. Esquema proceso fibrinolítico por la acción del activador tisular de plasmina (tPA). 
 PAI: inhibidor del activador de plasmina; FDPs: productos de degradación de fibrina. Bhattacharjee 
y col. [142]. 
4. Micropartículas  
4.1. Definición y significado clínico 
Las micropartículas (MPs) son microvesículas fosfolipídicas de entre 0,1 µm - 1 µm de 
diámetro liberadas por diferentes tipos celulares en respuesta a procesos de activación, daño 
o apoptosis. Sus propiedades y características van a depender de su procedencia celular [150, 
151] y aunque inicialmente se trataron como polvo celular desprovisto de cualquier función 
biológica,  hoy en día se consideran un fiel reflejo de la activación y/o degeneración tisular in 
vivo [152, 153] con una aplicación potencial como biomarcadores diagnósticos y/o 
pronósticos de procesos fisiopatológicos [154, 155]. Las MPs están presenten en sujetos 
sanos aunque niveles elevados se han detectado en pacientes con enfermedades relacionadas 
con el daño vascular, la inflamación, los procesos de coagulación sanguínea o la angiogénesis 
[154, 155]. Se encuentran en varios fluidos corporales como, líquido sinovial, semen u orina 
[151] aunque son las MPs circulantes por el torrente sanguíneo las más estudiadas. 
Poblaciones específicas de MPs se han encontrado elevadas en diferentes patologías como las 
MPs de procedencia endotelial (EMPs) en la cardiopatía isquémica [152], el síndrome 
coronario agudo [156] o la diabetes mellitus [157], MPs de procedencia plaquetar (PMPs) en 
la hipertensión severa o en pacientes con sepsis[158, 159], o MPs de origen leucocitario 
(LMPs) en la psoriasis [160]. Pacientes con cáncer y pacientes con ETV también presentan 
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niveles elevados de MPs  circulantes [161-163] de las cuales hablaremos en próximas 
secciones con más detalle. 
4.2. Otras vesículas extracelulares: exosomas y cuerpos apoptóticos 
Las MPs, los exosomas y los cuerpos apoptóticos se engloban dentro de las denominadas 
vesículas extracelulares. Tienen en común que están formadas por una bicapa lipídica con 
proteínas de membrana y que contienen en su interior componentes citosólicos 
característicos de su procedencia celular. Entre sus diferencias se encuentra su tamaño y su 
proceso de formación [164, 165] (Figura 4, Tabla 1). 
 
Figura 4. Tamaño de las vesículas extracelulares. 
 El término “microvesicle” hace referencia a las micropartículas. György y col. [166]. 
4.3. Formación de las vesículas extracelulares 
4.3.1. Formación de los exosomas 
Su formación está relacionada con el proceso de reciclaje de la membrana. Inicia con la 
endocitosis de la membrana plasmática formando una vesícula intracelular que se fusiona con 
una vesícula de mayor tamaño denominada endosoma temprano [167, 168]. El endosoma 
presenta en su interior vesículas internas generadas a partir de invaginaciones de su propia 
membrana. Mediante un proceso de maduración el endosoma temprano se transforma en 
una estructura más compleja denominada cuerpo multivesicular. Los cuerpos 
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multivesiculares pueden tener 3 destinos: i) reciclado de la membrana plasmática, ii) 
degradación en los lisosomas iii) secreción [167, 168].  En este último caso los cuerpos 
multivesiculares se fusionan con la membrana plasmática celular liberando su contenido al 
exterior incluyendo a los exosomas (Figura 5).  
Tabla 1. Características de los diferentes tipos de vesículas extracelulares 
Característica Exosomas Micropartículas Cuerpos  apoptóticos 
 
Tamaño 
 
 
50 100 nm 
 
100 -1000 nm 
 
Hasta 4000 nm 
Origen 
 
Multivesicular 
Compartimentos 
internos 
 
Vesiculación 
membrana 
plasmática 
 
 
 
Fragmentos celulares 
Liberación 
 
Constitutiva y/o 
activación 
 
 
Activación y/o 
 inicio apoptosis 
 
Final apoptosis 
 
Capacidad de 
 unión a AnV 
 
 
Nula o baja 
 
Alta 
 
Alta 
 
Marcadores 
proteicos 
 
 
CD63 
tetraspano 
 
Antígenos de su 
célula parental 
 
Histonas 
 
Referencias 
 
 
[167, 169] 
 
[170, 171] 
 
[172, 173] 
AnV: anexina V. Adaptación de Mause y col. [174]. 
4.3.2. Formación de los cuerpos apoptóticos 
Los cuerpos apoptóticos como su nombre indica se forman durante la etapa tardía del 
proceso de apoptosis celular. Estos cuerpos son fagocitados por los macrófagos circundantes 
en la fase final de la apoptosis (Figura 5). 
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Figura 5. Formación y liberación de vesículas extracelulares. 
A. Cuerpos apoptóticos. B. Micropartículas (“micovesicles”) C. Exosomas. NC: núcelo celular; 
MVB: cuerpos multivesiculares maduros. Adaptación de Kooijmans y col. [175]. 
4.3.3. Formación de las MPs 
Sabemos que de manera previa a la liberación de las MPs o proceso de microvesiculación 
tienen lugar tres fenómenos: i) aumento de la concentración de calcio intracelular, ii) pérdida 
de la asimetría de la membrana lipídica con la consecuente exposición de la fosfatidilserina en 
la cara externa de la membrana iii) reorganización del citoesqueleto. Cada una de las caras 
que forman la bicapa lipídica de la membrana plasmática tiene una composición lipídica 
específica. La cara externa está formada por los fosfolípidos fosfatidilcolina y esfingomielina 
y la cara interna por los fosfolípididos fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina. Esta asimetría 
en la bicapa es mantenida gracias a la acción de un conjunto de enzimas de membrana que se 
encargan del movimiento de fosfolípidos entre las dos capas: la flipasa, transporta la 
fofatidilserina y la fosfatidiletanolamina de la cara externa a la interna, la flopasa transporta 
fosfolípidos de forma no específica desde la cara interna a la externa y la escramblasa que  
transporta los fosfolípidos hacia la cara interna o externa de forma aleatoria [176, 177]. 
Durante procesos de activación, apoptosis o situaciones de estrés celular los canales de calcio 
situados en la membrana plasmática y en la membrana del retículo endoplásmico  se abren 
aumentando la concentración de calcio en el citosol. El aumento de calcio intracelular 
inactiva a la flipasa y activa a la flopasa y a la escramblasa. Como consecuencia, los 
fosfolípidos fosfatidilserina, y fosfatidiletanolamina se externalizan y se pierde la asimetría de 
la membrana. Este proceso también implica la disrupción entre los fosfolípidos de la cara 
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interna y el citoesqueleto [178] (Figura 6). El citoesqueleto es un enramado de proteínas 
(actina, miosina, filamentos intermedios) situado bajo la cara interna de la membrana. Actúa 
como soporte interno para la célula confiriéndole estabilidad. El aumento de calcio 
intracelular activa a enzimas como la calpaína o la gelsoína encargadas de la disrupción de las 
proteínas ancladas al citoesqueleto [176, 177]. También activa a la rho quinasa que altera el 
citoesqueleto y favorece la contracción celular [179]. El citoesqueleto se desprende de la 
membrana plasmática, la célula pierde su estabilidad y empiezan a formarse protuberancias 
citoplasmáticas que se separan de la célula por fisión dando lugar a pequeñas vesículas 
lipídicas ricas en fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina en su superficie [180] (Figura 6). 
4.4. Modulación de los niveles de MPs 
4.4.1. Liberación de las MPs 
Los niveles de MPs están determinados por la tasa de liberación y el aclaramiento. Otros 
factores como el sexo, el ritmo circadiano, la edad o el ciclo menstrual está descrito que 
podrían afectar a sus niveles en plasma [177, 181, 182]. Se considera que las MPs puede 
generarlas cualquier tipo de célula eucariota incluyendo las células vasculares. La liberación de 
las mismas es un proceso biológico controlado que se produce en respuesta a diferentes 
procesos como la activación celular [183], exposición a estrés biológico (radicales de oxígeno, 
ultravioleta), inflamación, isquemia, hipoxia [184], exposición a adenosín trifosfato (ATP) 
[185], la diferenciación celular, senescencia o transformación a célula maligna [186-188]. 
Asociadas a estos procesos hay muchas sustancias reconocidas como estímulos fisiológicos 
que se han descrito que promueven la formación de MPs. La Tabla 2 resume algunos de 
ellos.  
4.4.2. Aclaramiento de las MPs 
Se estima que las MPs tienen un corto periodo de vida en el torrente sanguíneo comparado 
con el de su célula progenitora. Estudios in vivo en modelos animales sitúan el tiempo de vida 
de las PMPs en aproximadamente 30 min  en ratones [189] y menos de 10 minutos en 
conejos [177] mientras que la vida de una   plaqueta  puede alcanzar los 10 días. El proceso  
de aclaramiento no se conoce con exactitud. Como posibles mecanismos implicados en este 
proceso se incluye: la degradación de los fosfolípidos de membrana mediante las fosfolipasas 
[190], la fagocitosis directa vía interacción del fosfolípido fosfatidilserina presente en la 
superficie de las MPs con la lactaderina presente en la superficie de los macrófagos [191, 192] 
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y la fagocitosis indirecta a través de opsoninas como la anexina V o la proteína S que 
reconocen a la fosfatidilserina  uniéndose a ella y facilitando su fagocitosis [191]. En un 
modelo animal experimental se ha observado una menor capacidad de aclaramiento de MPs 
en ratones a los que se les extirpó el bazo por lo que se le considera a este órgano el principal 
responsable de su aclaramiento [163]. 
Tabla 2. Principales estímulos para la liberación de MPs en función del tipo celular 
 
Tipo celular 
 
Estímulo 
 
 
Referencia 
Plaquetas 
 
Proinflamatorio 
 
LPS 
citoquinas 
 
 
[193]   
[194] 
 
Procoagulante 
 
ADP 
Trombina 
Colágeno 
Agonistas PAR 
 
[195]   
[196]   
[197]   
[198] 
 
 
Otros 
 
Estrés mecánico 
Epinefrina/noradrenalina 
Ionóforo de calcio 
Almacenamiento 
 
[199]   
[200]   
[194]   
[201] 
Células 
endoteliales 
 
Proinflamatorio 
 
TNF-α 
LPS 
IL-1α 
PCR 
 
 
[202]   
[203]   
[204]   
[205] 
 
Procoagulante 
 
Trombina 
Proteína C activada 
 
 
[206]   
[207] 
 
Otros 
 
Glucosa elevada 
Angiotensina II 
Ionóforo de calcio 
Estrés mecánico 
ROS 
 
 
[196]   
[208]   
[209]   
[210]   
[211] 
Leucocitos 
 
Proinflamatorio 
 
TNF-α 
LPS 
 
[212]   
[213] 
 
Otros 
 
Ligando Fas 
Actinomicina D 
Ionóforo de calcio 
Endotoxinas 
 
 
[214]   
[215]   
[216]   
[217] 
LPS: lipopolisacárido; ADP: adenosín difosfato; PAR: receptor de proteasa 
activado; TNF-α: factor de necrosis tumoral; IL-1α: interleuquina 1 alfa; ROS: 
especies reactivas de oxígeno. 
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Figura 6. Proceso de formación de las MPs. 
A. Célula en reposo. B. Activación celular. C. Escisión del citoesqueleto y deprendimiento de la 
membrana plasmática. D. Emisión de la micropartícula. ER: retículo endoplásmico; ATP: adenosín 
trifosfato; ADP: adenosín difosfato. Piccin y col. [218].  
A 
B 
C 
D 
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4.5. Estructura y composición de las MPs 
La composición y propiedades de las MPs vienen determinadas por su célula de origen, el 
microentorno en el que se encuentre esa célula y la naturaleza del estímulo que las origine. 
Las MPs representan más que una versión en miniatura de su célula parental ya que además 
de tener sus mismas propiedades, ciertos componentes en las MPs se encuentran 
enriquecidos si los comparamos con su célula de procedencia. Un ejemplo de ello es la 
considerable concentración local de fosfatidilserina que presentan las MPs en superficie 
[174]. A nivel de membrana las MPs están formadas por fosfolípidos, receptores 
transmembrana, canales, proteínas de unión a glicosilfosfatidilinositol (GPI) o proteínas de 
adhesión celular [174]. Si se estudian las proteínas de membrana que presentan las MPs 
podremos identificar su origen celular (plaquetario, endotelial, leucocitario, eritrocitario, 
tumoral, etc.). Por ejemplo las PMPs pueden expresar la glicoproteína IIb-IIIa (CD41), la 
molécula de adhesión plaqueto-endotelial (PECAM-1; CD31) y la P-selectina (CD62P). Las 
EMPs pueden expresar en su superficie CD31, E-selectin (CD62E), endoglina (CD105) o  S-
endo1 (CD146). También se puede obtener información sobre la naturaleza del estímulo que 
las originó. Así como MPs procedentes de plaquetas activadas por trombina expresan el 
complejo glicoproteico IIb-IIa en su superficie, MPs derivadas de plaquetas activadas por el 
complemento no lo hacen[219]. También se han encontrado diferencias en cuanto a 
expresión de antígenos como CD31, CD62E, CD105 entre MPs derivadas de células 
endoteliales activadas o apoptóticas [220, 221]. A nivel intravesicular las MPs están formadas 
por parte del citoplasma de la célula parental que se evaginó durante la microvesiculación.  
Por ello pueden contener un amplio espectro de sustancias bioactivas, citoquinas, 
quimioquinas, enzimas, factores de crecimiento, proteínas de señalización, o incluso ARNm 
y micro ARN [174] (Figura 7). 
4.6.  Funciones de las MPs 
Dada su composición heterogénea, las MPs juegan un papel crucial en muchos procesos 
fisiopatológicos como  la hemostasia, la trombosis, la inflamación, el sistema inmune o la 
angiogénesis. Debido a su pequeño tamaño la MPs circulan por todo el árbol vascular 
permitiéndoles participar en procesos tanto locales como remotos [222, 223]. 
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Figura 7. Estructura y composición de las MPs. 
Representación esquemática del repertorio de componentes de las MPs. MHC: complejo mayor de 
histocompatibilidad; GPI: glicosilfosfatidilinositol. Adaptación de Hugel y col. [224]. 
4.6.1. MPs y comunicación celular 
Las MPs son consideradas auténticos mediadores y efectores de la comunicación intercelular 
mediante la interacción con receptores celulares, trasferencia de moléculas de superficie o del 
contenido citoplasmático proteico o genético remotos [222, 223]. Hoy en día se conoce que 
las MPs juegan un papel crucial en muchos procesos fisiopatológicos como la hemostasia, la 
trombosis, la inflamación la regulación del tono vascular, la respuesta inmunitaria, o la 
angiogénesis. La figura 8 resume las posibles vías de comunicación entre célula y MPs. 
4.6.2. MPs e inflamación 
Las MPs podrían contribuir a las respuestas inflamatorias de diferentes formas. Las EMPs 
generadas durante el estrés oxidativo dan lugar a fosfolípidos oxidados biológicamente 
activos, que promueven la activación de neutrófilos y la adherencia de monocitos a las células 
endoteliales. Las EMPs podrían tener la capacidad de activar a los leucocitos [225] y mejorar 
la adhesión de macrófagos [208]. También se ha observado que las PMPs facilitan la 
Cell 
stimulation 
Nonpeptide 
mediators 
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adhesión de monocitos al endotelio vascular [223] y que podrían favorecer la interacción 
interleucocitaria vía P-selectina [226]. 
 
Figura 8. Vías de comunicación intercelular utilizadas por las MPs. 
A. Transferencia de proteínas. B. Señalización. C. Transferencia de ARN y/o lípidos. D. 
Transferencia de receptores y/o proteínas. MP: micropartículas. Adaptación de Mause y col. [174]. 
4.6.3.  MPs e inflamación 
Las MPs podrían contribuir a las respuestas inflamatorias de diferentes formas. Las EMPs 
generadas durante el estrés oxidativo dan lugar a fosfolípidos oxidados biológicamente 
activos, que promueven la activación de neutrófilos y la adherencia de monocitos a las células 
endoteliales. Las EMPs podrían tener la capacidad de activar a los leucocitos [225] y mejorar 
la adhesión de macrófagos [208]. También se ha observado que las PMPs facilitan la 
adhesión de monocitos al endotelio vascular [223] y que podrían favorecer la interacción 
interleucocitaria vía P-selectina [226]. 
4.6.4.  MPs y apoptosis 
Se ha observado que MPs procedentes de monocitos y de linfocitos T  pueden inducir 
apoptosis en macrófagos [227, 228]. Algunos estudios han encontrado caspasas dentro de las 
EMPs y PMPs [229, 230]. También se ha observado que MPs procedentes de pacientes 
hipertensos inducen la producción de H2O2, la senescencia celular y la apoptosis [231]. 
 D  
A 
    C 
B 
    I.INTRODUCCIÓN 
~ 29 ~ 
4.6.5. MPs y hemostasia 
4.6.5.1. MPs procoagulantes 
Fosfatidilserina 
La mayoría de las MPs se caracterizan por presentar en su cara externa una alta 
concentración de fosfatidilserina. La fosfatidilserina es un fosfolípido aniónico cuya carga 
negativa facilita el ensamblaje de los factores de coagulación y sus cofactores favoreciendo la 
formación de los complejos protrombinasa, tenasa e iniciador de la cascada de coagulación 
todos ellos implicados en el proceso de formación del coágulo. Se produce una interacción 
electrostática entre la carga positiva del ácido gamma-carboxiglutámico presente en los 
factores coagulación y la carga negativa de la fosfatidilserina (Figura 9). Entre las proteínas de 
la cascada de coagulación que contienen ácido gamma carboxiglutámico se incluyen los 
factores VII, IX, X, y la protrombina. Diferentes estudios sugieren que la actividad 
procoagulante asociada a la MPs juega un papel en la hemostasia. Utilizando un test de 
generación de trombina, Pereira y colaboradores encontraron que el plasma libre de 
plaquetas en pacientes diagnosticados de síndrome de antifosfolípidos tenían una capacidad 
de generación de trombina aumentada comparada con  el de sujetos sanos y que esta 
diferencia dependía de la presencia de PMPs [232].  
 
Figura 9. Ensamblaje de los complejos de coagulación en la membrana lipídica. 
TF: factor tisular; FVII: factor VII, FX: factor X; FVIII: factor VIII; FIX: factor IX; FX: factor X; 
PT: protrombina. La letra a junto al número romano de cada factor de coagulación indica que se 
encuentra activado. Los fosfolípidos de membrana con carga negativa se representan en rojo.  Owens 
y col. [163]. 
 
 
    I.INTRODUCCIÓN 
~ 30 ~ 
Factor tisular  
Diferentes tipos celulares como el endotelio, plaquetas, fibroblastos o monocitos pueden dar 
lugar a MPs circulantes que en su superficie exhiban FT (MPs+FT) las cuales podrían tener 
un papel en la hemostasia. En estudios in vivo se ha observado como las MPs+FT se 
acumulan en el coágulo [233, 234] y potencian su actividad procoagulante.  Un modelo 
animal en el cual se ligó la arteria carótida, demostró que la acumulación de fibrina en el lugar 
del daño aumentaba cuando se le inyectaba al animal MPs+FT de procedencia humana [235]. 
Otros modelos experimentales han demostrado que tras la generación de un daño de la pared 
vascular la acumulación rápida de FT (tras los 60 segundos) depende de las MPs portadoras 
en su superficie de FT y no del FT procedente de leucocitos cuya acumulación en el lugar del 
daño no se empezó a observar hasta pasados los 2-3 min [234, 236] y como el aumento en 
los niveles de MPs procoagulantes podría restablecer la hemostasia en un modelo animal de 
hemofilia A [237]. Esta acumulación de MPs+FT parecer ser dependiente de la interacción 
entre la P-selectina expresada en la superficie de plaquetas activadas ya reclutadas en el 
coágulo con su ligando denominado glicoproteína ligando 1 de la P-selectina (PSGL1) 
expresado en MPs derivadas de monocitos. Se ha observado que en ratones deficientes para 
ambas proteínas el reclutamiento de MPs en el lugar del trombo es menor. Por otro lado, 
estudios muestran que  la presencia de P-selectina en el coágulo favorece el reclutamiento de 
MPs+FT derivadas de monocitos [234, 236] y que el reclutamiento de estas MPs favorece la 
formación de fibrina [238]. 
4.6.5.2. MPs anticoagulantes y fibrinolíticas 
Además de las MPs con una actividad procoagulante, existen MPs con actividad 
anticoagulante o fibrinolítica que contribuyen a mantener el equilibrio hemostático. Se ha 
observado que las MPs pueden ser portadoras de sustancias anticoagulantes como el 
inhibidor de la vía del FT, la trombomodulina (inactiva a la trombina uniéndose a ella) o la 
proteína C activada (regula la activación de los factores V y VIII) [239, 240] o incluso pueden 
ser portadoras de compuestos fibrinolíticos como el t-PA o el u-PA [241, 242]. 
4.6.6. MPs y trombosis 
El modelo celular de coagulación de Furie, contempla el papel de las MPs+FT monocitarias 
en la actividad trombótica [140] (Figura 9). Diferencia entre dos tipos de MPs+FT, las 
hemostáticas y las patológicas. Las hemostáticas estarían presentes en el torrente sanguíneo 
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de forma constitutiva a bajas concentraciones y expresarían en su superficie FT inactivado. 
Tras el daño vascular, estas MPs se reclutarían vía P-selectina-PSGL1 lo que conllevaría la 
activación de su FT [238, 243]. Por el contrario, las MPs patológicas, estarían presentes a 
altas concentraciones en el torrente circulatorio y expresarían FT activado en su superficie. 
Estas MPs se reclutarían a través del endotelio o de las plaquetas y al presentar ya el FT 
activado no necesitarían el paso de activación que regula la formación de trombina por parte 
de las MPs hemostáticas. De forma adicional, las MPs con FT y/o con PSGL1  también 
podrían fusionarse con otros tipos celulares favoreciendo el reclutamiento de células al 
trombo [244]. Diferentes estudios han observado un aumento de los niveles o de la actividad 
procoaculante de las MPs+FT en pacientes con cáncer que han desarrollado trombosis con 
respecto a aquellos que no la han desarrollado [245-247]. 
4.6.7. MPs y cáncer 
La relación entre la generación de MPs y el cáncer está bien establecida [183, 248-251]. Entre 
los procesos que inducen microvesiculación se incluye el cáncer. La acción de mutantes 
oncogénicos como el K-ras [252], el receptor del factor de crecimiento epidermal [253], o su 
mutante el denominado factor de crecimiento epidermal variante III estimulan la liberación 
de MPs [252, 253]. De forma similar, la activación [185] o la supresión [252] de ciertos 
supresores de tumores alteran la vesiculación celular. Evidencias de peso sugieren que las 
MPs contribuyen a la supervivencia del cáncer, a la invasión del tumor y a la metástasis [254]. 
Las células tumorales podrían estar esquivando la apoptosis mediante liberación de MPs con 
alto contenido en caspasa 3 (enzima apoptótica) [204, 254, 255] o podrían actuar 
contribuyendo a la resistencia de tratamientos antitumorales. Se ha observado que líneas 
celulares quimio-resistentes liberan más MPs con el agente químico terapéutico que aquellas 
líneas no resistentes [254, 256, 257]. 
Las MPs también podrían ejercer un papel en el sistema inmune suprimiendo la respuesta 
antitumoral y favoreciendo la proliferación del tumor. MPs procedentes de células tumorales 
podrían fusionarse con monocitos y mermar su capacidad como célula presentadora de 
antígenos [254] o contribuir con el crecimiento del tumor transfiriendo oncogenes a células 
no tumorales transformándolas en malignas [178]. En modelos experimentales tanto in vitro 
como in vivo diversos estudios han demostrado la implicación de las LMPs en la angiogénesis 
[258, 259] y el papel de las PMPs en la angiogénesis, la regeneración tisular [258, 260]  y la 
metástasis [261]. Algunos estudios han observado en pacientes oncológicos una correlación 
entre los niveles de MPs procoagulantes y la aparición de trombosis [243, 245, 262, 263] y 
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varios trabajos asocian el estado protrombótico del cáncer con la presencia de MPs, en 
especial con las PMPs [254].  
4.6.8. Las MPs como biomarcadores de ETV en el cáncer y de neoplasia 
subyacente en la trombosis 
Los biomarcadores podrían ser una herramienta complementaria para mejorar la 
especificidad/sensibilidad de los modelos actuales de predicción del riesgo de ETV en 
pacientes oncológicos. Su estudio es difícil dada la heterogeneidad de los pacientes con 
cáncer y los múltiples factores de riesgo que en el curso clínico de la evolución del paciente 
oncológico pueden estar o no presentes. 
Por otro lado, la posibilidad de que las MPs sirvieran de ayuda en el diseño de estrategias 
personalizadas de búsqueda de neoplasias subyacentes en pacientes con trombosis, es una 
atractiva idea. La capacidad procoagulante de las MPs, su potencial papel en el mecanismo de 
la trombosis, en el mecanismo de crecimiento y supervivencia tumoral y la elevación de 
poblaciones específicas de MPs tanto en el cáncer [161] como en la trombosis [162, 163]  
comentado en párrafos anteriores, alientan a pensar en el potencial de las MPs como uno de 
los biomarcadores más prometedores en la relación bidireccional cáncer-trombosis, que los 
estudios y epidemiología clínica nos han demostrado desde hace muchos años. Por ahora, la 
mayoría de estudios de MPs se centran en ellas como marcadores predictores del desarrollo 
de ETV en cohortes de cáncer aunque aún no se han obtenido evidencias [264, 265].  
4.7.  Métodos para el análisis de MPs 
La facilidad con la que los niveles y propiedades de las MPs circulantes se alteran ex vivo junto 
con la falta de estandarización en el procedimiento de aislamiento y detección de MPs 
suponen una importante limitación para el uso de las MPs como biomarcadores. Los 
métodos utilizados por los diferentes autores varían entre sí y hacen difícil la comparación de 
resultados entre laboratorios. Sociedades científicas como la  Sociedad Internacional de 
Trombosis y Hemostasia y la Sociedad Internacional de Vesículas Extracelulares están 
impulsando trabajos colaborativos con la finalidad de estandarizar un protocolo consensuado 
para el análisis de MPs [266]. Resultado de esta iniciativa, se ha alcanzado conocimientos 
acerca de diversos aspectos o condiciones preanalíticas que afectan la cuantificación de las 
MPs.  
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4.7.1. Condiciones preanalíticas para el aislamiento de MPs 
Debido a la facilidad con la que se pueden altera los niveles de MPs ex vivo, son numerosas 
las circunstancias preanalíticas que pueden afectar tanto a los niveles como a su actividad. 
Aquí se recogen las principales condiciones preanalíticas descritas como variables que 
influyen en el estudio de MPs circulantes a partir de muestras sanguíneas. 
4.7.1.1. Tipo de muestra 
El plasma es el tipo de muestra más recomendado y utilizado para el estudio de MPs. Otras 
opciones como el empleo de suero quedan descartadas ya que su preparación requiere la 
coagulación de la sangre in vitro, proceso en el que se liberan MPs. El análisis de MPs sobre 
sangre total en fresco es una alternativa elegida por algunos autores [177, 267, 268], tiene la 
ventaja de que se miden las MPs en su entorno fisiológico y se esquiva además la alteración 
causada por la congelación y/o centrifugación de la muestra, sin embargo es poco práctico ya 
que para minimizar la generación ex vivo de MPs la muestra debe analizarse en ese mismo 
momento.   
4.7.1.2. Elección del anticoagulante para la extracción sanguínea 
El citrato de sodio es el anticoagulante más empleado y considerado como más apropiado 
para el estudio de MPs ya que previene la degranulación tanto plaquetar como leucocitaria y 
actúa como agente quelante de los iones de calcio evitando así en gran medida el proceso de 
vesiculación. El comité científico de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia 
recomienda el uso de citrato trisódico en concentraciones de 0,105 ó 0,129 ml/L (3,2 % ó 3,8 
%) [269]. Otros anticoagulantes como el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) o 
anticoagulantes del tipo inhibidor de proteasas como la heparina siguen utilizándose para el 
análisis de MPs [270]. Hay autores que consideran que la heparina  preserva mejor las MPs de 
procedencia endotelial cuyos niveles podrían verse afectados por la acción quelante de los 
anticoagulantes como el citrato sódico [271]. 
4.7.1.3. Método de venopunción 
Durante el proceso de la extracción las plaquetas son susceptibles de activarse y 
consecuentemente liberar PMPs. El uso de agujas de diámetro muy pequeño así como una 
fuerte y prolongada compresión durante la extracción aumentan la presión en la vena 
pudiendo causar hemolisis in vitro y la posible formación de MPs eritrocitarias. Recientes 
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estudios muestran que el uso de agujas de mayor calibre (calibre 21) disminuye la hemolisis in 
vitro, la generación de MPs y la activación plaquetar [269]. Es recomendable descartar los 
primeros 2 - 3 mL de sangre extraídos para limitar el efecto artefactual del daño vascular 
causado por la propia venopunción. 
4.7.1.4. Transporte 
Cuando se requiera transportar los tubos de sangre desde el lugar de la extracción hasta el 
lugar de procesamiento, el control de la agitación de los tubos de extracción durante este 
tiempo es fundamental. Se ha observado que la agitación de los tubos, aunque fuese de 
forma involuntaria y accidental, aumenta sustancialmente los niveles de MPs. Si se requiere 
transportar los tubos de sangre, se recomienda hacerlo en posición vertical y sin ninguna 
agitación para evitar la generación de MPs artefactuales [269]. 
4.7.1.5. Retraso en el procesamiento 
Un tiempo de demora desde la extracción hasta el inicio del procesamiento (inicio de la 
centrifugación) inferior a dos horas se considera adecuado ya que ese tiempo de demora no 
causa una alteración sustancial de los niveles de MPs y a la vez es  un tiempo compatible con 
la práctica diaria del laboratorio. Un tiempo de procesamiento superior a 2 h puede dar lugar 
a MPs artefactuales [269, 272]. La mayoría de los trabajos publicados no especifican la 
demora en el tiempo de procesamiento en su metodología. 
4.7.1.6. Centrifugación 
Aunque la mayoría de autores optan por centrifugar las muestras de sangre como paso previo 
al análisis de MPs no existe un consenso sobre qué condiciones de centrifugación son las más 
adecuadas. La variedad de protocolos de centrifugación empleados en los distintos 
laboratorios [159, 273-275] hace que a nivel preanalítico, la centrifugación sea la principal 
causa de variabilidad en la determinación de MPs. Dependiendo del protocolo de 
centrifugación que se haya empleado la determinación de MPs se lleva a cabo sobre el plasma 
o sobre el pellet de MPs. Para obtener el pellet o sedimento de MPs se realizan 
centrifugaciones seriadas a distintas velocidades la última de ellas suele ser una 
ultracentrifugación o una centrifugación a alta velocidad durante un tiempo prolongado en 
las que se obtiene un pellet rico en MPs. Tiene como ventaja evitar la contaminación 
plaquetar pero en contraposición  se pierden MPs debido a que algunas de ellas no son más 
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densas que el plasma y por tanto no sedimentan [276]. La medición de MPs directamente 
sobre plasma es la opción más utilizada por los distintos autores [159, 165, 269, 277]. El 
número de centrifugaciones empleadas oscila entre 1 y 2 centrifugaciones y los tiempos y 
velocidad empleados muy variables. 
4.7.1.7. Almacenamiento 
Lo ideal sería realizar la determinación de MPs en fresco sin que sea necesario su 
almacenamiento. En la práctica diaria de muchos laboratorios es difícil realizar un análisis en 
freso. La mayoría de trabajos conservan el pellet de MPs o el plasma a -80 ºC antes del 
análisis de MPs. Se ha observado que la congelación afecta de forma variable los niveles de 
MPs. Se hipotetiza que los restos celulares y/o plaquetas residuales presentes en la muestra 
congelada se activan en la congelación/descongelación y dan lugar a MPs artefactuales. 
Algunos autores prefieren congelar la muestra de forma rápida en nitrógeno líquido antes de 
almacenarla a -80 ºC para preservar la morfología de las MPs y disminuir la formación de 
cristales [278], otros consideran que la congelación rápida no tiene ningún efecto en la 
conservación las MPs [269]. La temperatura de descongelación de la muestra también es 
objeto de debate, diversos autores recomiendan una descongelación lenta para preservar la 
estructura y función de las MPs [278] mientras que otros abogan por una descongelación 
rápida a 37 ºC para evitar la formación de cristales y defienden que la descongelación lenta 
favorece la formación de MPs artefactuales [269]. 
4.7.2. Métodos para la detección y caracterización de MPs 
4.7.2.1. Citometría de flujo 
La citometría de flujo es una técnica de análisis celular multiparamétrica cuyo fundamento 
radica en hacer pasar una suspensión de partículas alineadas en una corriente de fluido por 
un haz de luz, generalmente, uno o varios láseres monocromáticos. Gracias a las propiedades 
físicas de dispersión de la luz y a la emisión de fluorescencia, es posible determinar 
simultáneamente multitud de parámetros de cada partícula, que es analizada individualmente 
[279].Las células o partículas, en nuestro caso MPs, se añaden a un medio líquido y se pasan a 
través de una cámara de flujo sobre la que inciden diferentes láseres monocromáticos. Fruto 
del impacto del láser en la MPs se produce una dispersión de luz (“scattered light”) que es 
captada por diversos detectores. El “forward scattered light” (FS) es el parámetro del 
citómetro que recoge el haz de luz dispersado hacia delante y que da información sobre el 
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tamaño de la MPs. El “side scattered light” (SS) es el parámetro que recoge el haz de luz 
dispersado ortogonalmente y que da información sobre la complejidad de la MPs. Además, si 
la muestra se incuba previamente con anticuerpos específicos conjugados a fluorocromos, es 
posible inmunofenotipar las diferentes poblaciones de MPs. En la figura 10 se refleja el 
fundamento de la citometría de flujo. 
 
Figura 10. Esquema del fundamento de la citometría de flujo.  
FSC: canal de detección de “forward scattered light”. Adaptación de BD Biosciences  
La citometría de flujo es la técnica más empleada para la determinación de MPs. Tiene como 
ventaja que permite de forma simultánea determinar el número de MPs  e identificar su 
origen celular o la composición de proteínas a nivel de superficie [274, 280, 281]. Sin 
embargo, presenta ciertas limitaciones causadas por el pequeño tamaño de las MPs (0,1 µm – 
1 µm) que hace que su detección en los citómetros requiera condiciones de trabajo muy 
próximos a los límites de sensibilidad de estos equipos [282-284]. La falta de un protocolo 
estandarizado para la detección de MPs por citometría es otra importante limitación que 
dificulta la comparación de resultados entre las diferentes plataformas citométricas.  
La mayoría de trabajos utilizan esferas fluorescentes con tamaño conocido para ajustar los 
parámetros del citómetro y establecer una región donde se estima que se van a recoger los 
eventos de tamaño entre 0,1-1 µm, compatibles con el tamaño de las MPs [285, 286]. El FS 
es el parámetro más utilizado como criterio para establecer la región de MPs en el citómetro 
[285, 286]. Recientemente, algunos autores basándose en los resultados obtenidos en 
estudios multicéntricos dirigidos a la estandarización del análisis de MPs por citometría 
concluyeron que existen citómetros con una mayor capacidad de resolución en el parámetro 
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FS y citómetros con una mayor resolución en el parámetro de SS y que en estos últimos, 
hasta ahora,  la estrategia utilizada  para la detección de MPs basada en el FS no era la 
adecuada [282] . Esto se traducía en variabilidad de resultados entre citómetros optimizados 
en FS versus citómetros optimizados en SS [287]. Consecuentemente se propuso una nueva 
estrategia de calibración  basada en un set de microesferas fluorescentes adaptado a 
citómetros optimizados en FS y otro set de microesferas fluorescentes adaptado para 
citómetros optimizados en SS de forma que aunque aparentemente se utilice para cada tipo 
de citómetro un protocolo diferente con un tamaño de microesferas diferentes, el resultado 
final sea establecer en los equipos una región de MPs equivalente que permita la 
comparación de resultados [288]. Esta nueva estrategia de calibración  podría suponer una 
interesante alternativa y un gran avance en el proceso de estandarización en la detección de 
MPs, sin embargo se necesitan estudios futuros que la validen. 
4.7.2.2. Ensayo por inmunoadsorción asociado a enzimas 
Las MPs pueden ser analizadas mediante ensayos de inmunoadsorción asociado a enzimas 
(ELISA). Esta técnica emplea anticuerpos monoclonales específicos de moléculas de 
superficie de las MPs para aislarlas y cuantificar su concentración, normalmente mediante 
colorimetría o fluorometría. El tipo de MPs aislada va a depender del tipo de anticuerpo 
utilizado. Tiene como ventajas la cuantificación de forma sencilla y automatizada pero no da 
información a nivel  funcional [178]. 
4.7.2.3. Ensayos funcionales 
Son kit comerciales que miden  la actividad funcional de las MPs normalmente mediante 
ensayos protrombinasa colorimétricos, fluorométricos o basados en pruebas que miden 
tiempo de coagulación. Se distinguen dos grupos. Los tests que miden la actividad 
procoagulante de MPs dependiente de fosfolípidos como son el “Zymuphen MPs Activity 
assay” (Hypen Biomed) o el test de fosfolípidos procoagulantes (Procoag PPL, Stago), y los 
tests que miden la actividad procoagulante dependiente de FT como el “Zymuphen MP TF 
Assay” (Hypen Biomed). Este tipo de determinaciones tienen la ventaja de que dan 
información sobre la actividad de las MPs pero no información detallada sobre los valores 
absolutos ni sobre la procedencia celular [165, 177]. 
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4.7.2.4. Microscopía 
Diferentes técnicas de microscopía pueden ser utilizadas para la detección de MPs cada una 
con sus ventajas e inconvenientes. La microscopía electrónica da información fiable sobre el 
tamaño y la morfología. Si se utiliza la inmuno-microscopía electrónica se pueden identificar 
diferentes poblaciones. Sin embargo, tiene limitaciones en cuanto a la cuantificación y es una 
técnica costosa que requiere un procesamiento de muestra que puede alterar el tamaño y la 
morfología de las MPs [289]. La microscopía confocal láser permite la identificación de 
diferentes poblaciones de MPs mediante el marcaje con anticuerpos monoclonales marcados 
fluorescentemente y con la microscopía confocal de barrido por fluorescencia se puede 
obtener información sobre las características morfológicas aunque requiere varias horas de 
preparación [274]. Otro tipo de microscopía utilizada es la microscopía de fuerza atómica. 
Ésta es una técnica óptima para la evaluación de la morfología de la MPs aunque tiene 
algunas limitaciones a la hora de analizar su tamaño [290]. 
4.7.2.5. Dispersión dinámica de luz 
La dispersión dinámica de luz, también conocida como espectroscopia de correlación de 
fotones es útil para determinar el tamaño de partículas en suspensión de entre 1 nm y 6 µm. 
Es útil para el análisis de MPs homogéneas pero su uso en el análisis de poblaciones 
heterogéneas está limitado [291]. 
5. Planteamiento del problema y justificación de nuestro estudio 
Aunque los estudios acerca de MPs en diferentes patologías se han visto incrementados 
considerablemente en los últimos años [292-297], su traslación a la aplicación clínica aún no 
se ha conseguido. Esto es debido en gran parte a la ausencia de un protocolo preanalítico y 
analítico estandarizado que permita una medición precisa, objetiva y reproducible entre 
diferentes laboratorios. El estudio de las condiciones preanalíticas de procesamiento así 
como el estudio del método analítico comúnmente empleado para la detección y 
cuantificación de MPs son indispensables para el establecimiento del valor de las MPs como 
biomarcadores. En este sentido, y como paso previo a la caracterización de MPs en la ETV y 
en el cáncer, para este trabajo hemos estudiado de qué forma afectan a las MPs la 
congelación de la muestra y las condiciones de centrifugación, dos de las condiciones 
preanalíticas con mayor influencia en el procesamiento y que además generan controversia 
entre autores. Como paso previo también se ha estudiado una nueva estrategia de calibración 
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de citómetros basada en una combinación de bolas fluorescentes adaptadas para cada tipo de 
instrumento cuyo objetivo final es optimizar la detección de MPs en los citómetros y 
establecer una región de MPs que permita la comparación de resultados entre plataformas 
citométricas de diferentes laboratorios lo que facilitaría los estudios multicéntricos con MPs.   
El último aspecto abordado en esta tesis se centra en el cáncer y la trombosis, dos patologías 
diferentes pero estrechamente relacionadas en las que la elaboración del perfil de pacientes 
oncológicos con mayor susceptibilidad para desarrollar trombosis y el diagnóstico precoz de 
la neoplasia subyacente en los pacientes con ETV es de gran relevancia clínica. En ambas 
patologías por separado se han encontrado niveles de MPs circulantes elevados y se 
contempla el uso de las MPs como posibles marcadores diagnósticos/pronósticos del evento 
trombótico en el paciente oncológico y de la neoplasia oculta en el paciente con cáncer. 
Desarrollando esta línea argumental, el papel biomarcador de las MPs sería más fácilmente 
abordable si logramos previamente caracterizar las MPs circulantes más típicas o genuinas de 
cada enfermedad o situación patológica en concreto y elaborar un perfil de MPs elevadas 
asociadas a la trombosis y un perfil de MPs elevadas asociadas al cáncer. Por esta razón, 
centramos este trabajo en la caracterización de las MPs circulantes en pacientes con cáncer y 
en pacientes con ETV en el que estudiamos el origen celular de las MPs y las MPs que 
presentan a nivel de membrana celular FT o PSGL1 cuya implicación en el cáncer y la 
trombosis ya fueron descritas en modelos animales [298]. 
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Las MPs circulantes podrían actuar como biomarcadores diagnósticos/pronósticos de 
diversas patologías como el cáncer o la trombosis y podrían ser  de utilidad en el estudio de 
mecanismos moleculares subyacentes en estas patologías. La falta de un diseño adecuado y 
de un protocolo estandarizado para la medición de las MPs limita sustancialmente su 
potencial papel como biomarcador. 
1. Las MPs son susceptibles de sufrir alteraciones ex vivo en función de las condiciones 
preanalíticas elegidas para el procesamiento de la muestra especialmente cuando se 
trata de las condiciones de centrifugación y almacenamiento. El estudio de estas 
variables ayudaría a conocer mejor de qué forma afectan y a seleccionar las 
condiciones preanalíticas más óptimas que tuvieran un impacto mínimo sobre las 
propiedades de las MPs. 
2. Las nuevas estrategias de calibración centradas en establecer regiones de MPs 
comparables entre los diferentes tipos de citómetros podrían ser una opción para 
mejorar la reproducibilidad y la comparación de resultados entre las diferentes 
plataformas citométricas facilitando los estudios multicéntricos con MPs. 
3. Niveles elevados de MPs específicas se han encontrado en pacientes  oncológicos y 
pacientes con trombosis. Podría existir un perfil de MPs específico para cada una de 
las enfermedades  que fuera de utilidad para diferenciarlas y que nos permitiera el 
diseño de posteriores estudios basados en la determinación de estas MPs específicas. 
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El objetivo global fue investigar el papel de las MPs como biomarcadores en pacientes con 
ETV y cáncer. De forma previa al análisis de estos grupos de pacientes estudiamos dos 
aspectos de importancia capital para avanzar en nuestra línea argumental, la posibilidad de 
incorporar ciertas MPs a algoritmos clínicos de decisión. Un primer aspecto fue la influencia 
de dos importantes factores preanalíticos en la determinación de MPs y el segundo, la 
utilización de una nueva estrategia de calibración de citómetros que optimizara la detección 
de MPs y facilitara la comparación de resultados entre plataformas citométricas. Como 
objetivos específicos de este trabajo se propusieron: 
1. Evaluación de la influencia de las condiciones de centrifugación y conservación de las 
muestras sobre los niveles de MPs totales y su actividad procoagulante.   
2. Comparación de los niveles de MPs cuantificados en dos plataformas citométricas 
diferentes siguiendo una nueva estrategia de calibración. 
3. Caracterización fenotípica diferencial de MPs en dos grupos de pacientes. Un grupo 
diagnosticado de ETV idiopática y otro diagnosticado de cáncer que no desarrollan 
ETV.  
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6. Diseño experimental 
6.1. Objetivo 1: Evaluación de la influencia de las condiciones de centrifugación y 
conservación de las muestras sobre los niveles de MPs totales y su actividad 
procoagulante 
Diseño del estudio 
Estudio comparativo observacional para la evaluación del impacto de la centrifugación y 
almacenamiento de las muestras sobre los niveles de MPs totales y su actividad 
procoagulante. 
Población de estudio 
Se incluyeron 21 sujetos sanos del personal del Hospital La Fe de Valencia.   
Variable de estudio  
Como variable demográfica se recogió el sexo. Como variables analíticas, para cada 
condición preanalítica estudiada se determinaron los niveles de MPs totales,  la generación de 
trombina, el tiempo de coagulación asociado a fosfolípidos y la cuantificación de fosfolípidos 
procoagulantes asociados a MPs. 
6.2. Objetivo 2: Comparación de los niveles de MPs cuantificados en dos 
plataformas citométricas diferentes siguiendo una nueva estrategia de 
calibración 
Diseño del estudio 
Estudio observacional analítico que evalúa las diferencias entre los niveles de MPs totales y 
de procedencia de plaquetar medidos en dos tipos de citómetros previamente calibrados con 
una nueva estrategia de calibración. 
Población del estudio 
Los pacientes candidatos se seleccionaron en consultas externas monográficas de ETV. Se 
incluyeron pacientes diagnosticados de forma objetiva de un episodio de TVP ya sea 
idiopática, secundaria a cirugía, por inmovilización o tratamiento hormonal y que llevaban  
tratados con anticoagulantes durante  3 meses. 
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Variables de estudio 
Como variables analíticas se determinaron  niveles de MPs totales y niveles de PMPs. 
6.3. Objetivo 3: Caracterización fenotípica diferencial de MPs en dos grupos de 
pacientes, diagnosticados de ETV y diagnosticados de cáncer 
Diseño del estudio 
Estudio observacional descriptivo en el que se estudiaron niveles de diferentes 
subpoblaciones de MPs y otros parámetros relacionados con la coagulación en pacientes 
diagnosticados de ETV idiopática,  pacientes diagnosticados de cáncer no asociado a ETV y 
sujetos sanos. La  cuantificación,  la caracterización fenotípica y  la determinación de la 
procedencia celular  de las MPs se realizó mediante citometría de flujo sobre muestras de 
plasma pobre en plaquetas (PPP). La actividad procoagulante asociada a las MPs se 
determinó mediante estudios de generación de trombina, tiempo de formación del coágulo y 
cuantificación de fosfolípidos asociados a MPs. Como  otros parámetros asociados a la 
coagulación se determinaron también sobre PPP, niveles de dímero D, sP-selectina y FT 
antigénico. 
Población de estudio 
Los pacientes  candidatos se seleccionaron en consultas externas monográficas de ETV y de 
oncología del Hospital Universitario Virgen del Rocío entre marzo de 2011 y noviembre de 
2013. El grupo sano se seleccionó a partir de acompañantes de pacientes y personal 
trabajador del hospital. En el grupo de pacientes con ETV no asociada a cáncer se incluyeron 
pacientes diagnosticados de forma objetiva de un primer episodio de ETV idiopática en 
cualquiera de sus manifestaciones (TVP o EP) que no desarrollaron cáncer en los 12 meses 
posteriores al episodio de ETV. Se excluyeron de este grupo todos aquellos pacientes 
diagnosticados de ETV con antecedente de neoplasia, factor de riesgo transitorio de 
trombosis (cirugía, trauma, inmovilización prolongada por prescripción médica, tratamiento 
hormonal) o  tratamiento anticoagulante de más de 72 h. También se excluyeron aquellos 
pacientes que dentro de los 12 meses posteriores al diagnóstico de ETV fueron 
diagnosticados de cáncer o existía sospecha clínica de que podían padecerlo. Dentro del 
grupo de pacientes con cáncer no asociado a ETV se incluyeron pacientes diagnosticados de 
cáncer  de pulmón o de tracto digestivo en estadío IIIB o IV que no tuvieran signos de ETV 
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incidental y que no desarrollaron trombosis en los 12 meses posteriores al diagnóstico de 
cáncer. Se excluyeron de este grupo todos los pacientes diagnosticados de cáncer con  
antecedentes de trombosis o terapia anticoagulante ya sea a modo de prevención o como 
tratamiento. También se excluyeron aquellos pacientes que dentro de los 12 meses 
posteriores al diagnóstico de cáncer fueron diagnosticados de ETV o existía sospecha clínica 
de que lo padecieran (episodios de disnea sin causa aparente, taquiarritmias, hipotensión, 
muerte súbita o muerte sin causa conocida) y pacientes diagnosticados de cáncer pero sin un 
diagnóstico histológico confirmado. En el grupo de sujetos sanos se incluyeron voluntarios 
sanos sin antecedentes ni de ETV ni de cáncer que no estuvieran en situación de riesgo para 
desarrollar trombosis (inmovilización por periodos prolongados, tratamientos 
anticonceptivos orales, cirugía reciente…) y que no estuvieran bajo tratamiento 
anticoagulante.  
Variables de estudio 
De todos los sujetos incluidos en el estudio se recogieron variables clínicas y demográficas: 
sexo, edad, peso, talla, hábito tabáquico, hábito enólico, hipertensión, dislipemia, enfermedad 
arterial periférica, síndrome dispéptico, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad 
hepática, enfermedad respiratoria (asma, EPOC, tuberculosis, bronquiectasias u obstrucción 
crónica del flujo aéreo), cardiopatía isquémica, insuficiencia cardiaca crónica, artritis, artrosis, 
enfermedad renal crónica, trastornos neurológicos. En el caso del grupo de pacientes 
diagnosticados de cáncer se recogió la fecha en la que fueron diagnosticados de forma 
objetiva mediante histología, el tipo de neoplasia (pulmonar, gástrica o pancreática y de 
colon), el estadío de la neoplasía (estadío III o IV) y si el paciente se encontraba bajo 
tratamiento con agente quimioterápico y/o radioterápico en el momento de la extracción 
sanguínea. Para el grupo de diagnosticados de ETV se recogió el tipo de ETV (TVP con/sin 
EP asociada o EP con/sin TVP asociada), si estaban bajo tratamiento con HBPM y en caso 
afirmativo el tipo de tratamiento (enoxaparina, tinzaparina, bemiparina, fraxiparina, 
dalteparina, rivaroxaban, dabigatrán). Además en todos los sujetos se recogió la fecha de 
extracción sanguínea, fecha del último seguimiento clínico, el periodo de seguimiento 
(diferencia entre la fecha del último seguimiento clínico y la fecha de extracción). Dentro del 
periodo de seguimiento se identificó a aquellos pacientes oncológicos diagnosticados o con 
sospecha clínica de padecer ETV y a aquellos pacientes trombóticos diagnosticados o con 
sospecha clínica de padecer cáncer así como los pacientes que habían fallecido y su causa. 
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Como variables analíticas se recogieron: niveles plasmáticos de MPs totales, niveles 
plasmáticos de PMPs, LMPs y EMPs, niveles plasmáticos de MPs+FT o MPs con PSGL1 
(MPs+PSGL1) en la superficie celular, niveles plasmáticos de MPs+FT de procedencia 
endotelial (EMPs+FT) o plaquetar (PMPs+FT), niveles plasmáticos de MPs+PSGL1 de 
procedencia leucocitaria (LMPs+PSGL1). De forma adicional se determinaron las 
concentraciones plasmáticas de dímero D, sP-selectina y FT antigénico. 
7. Consideraciones éticas 
De todos los participantes se obtuvo consentimiento informado por escrito antes de la 
inclusión en el estudio. Los trabajos realizados en esta tesis se han llevado a cabo de acuerdo 
con el Código Ético de la asociación mundial de medicina (Declaración de Helsinki) y están 
englobados dentro de un proyecto multicéntrico sobre MPs circulantes en pacientes con 
cáncer y ETV el cual fue aprobado por el  Comité Ético del Hospital Universitario Virgen 
del Rocío de Sevilla y por el Comité del Hospital Universitario y Politécnico de La Fe de 
Valencia. 
8. Extracción de sangre venosa 
De todos los participantes se recogió sangre venosa con una aguja de calibre 21 (descartando 
los primeros 3 ml) en tubos de 3,5 ml con citrato de sodio al 3,2 % Vacuette® (Greiner bio-
one, North Carolina, EE.UU). Los tubos se colocaron en posición vertical y cuando el 
procesamiento de las muestras requería su transporte  éste se llevó a cabo en frío. El tiempo 
transcurrido entre la extracción y el procesamiento de la muestra fue inferior a 2 h en todos 
los casos.  
9. Preparación de PPP  
Para la evaluación del impacto de la centrifugación y conservación de la muestra, muestras de 
sangre procedentes del mismo sujeto se centrifugaron siguiendo 4 protocolos de 
centrifugación diferentes 1) una centrifugación a 1500 g, 30 min a 4 ºC; 2) doble 
centrifugación a 2500 g, 10 min a 4 ºC; 3) una centrifugación a 1500 g 30 min a 20 ºC; 4) 
doble centrifugación a 2500g 10 min a 20 ºC. En todas las centrifugaciones se quitó el freno 
de parada de la centrifuga para evitar que las diferentes fases separadas por el gradiente de 
centrifugación se mezclaran.   En las centrifugaciones se obtuvo PPP de cada paciente que se 
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recogió  en un tubo de plástico estéril de 50 mL y tras mezclarlo suavemente, se realizaron 
alícuotas de 200 µL y 500 µL en tubos previamente identificados con el código de cada 
sujeto. La recogida de PPP se detuvo 1 cm por encima de la capa leucocitaria para evitar la 
contaminación celular. Las alícuotas se utilizaron en fresco para el contaje de MPs totales y la 
determinación de actividad procoagulante asociada a MPs, o se congelaron a -80 ºC y se 
descongelaron a temperatura ambiente para volver a realizar las determinaciones 
mencionadas anteriormente (MPs totales y actividad procoagulante asociada). Además una 
alícuota de 500 µL de PPP de cada paciente fue sometida a una centrifugación adicional a 
25000 g durante 20 min a 4 ºC para obtener plasma libre de MPs (PLMPs) el cual se utilizó 
como control negativo tanto en la medida de actividad procoagulante como en la 
determinación de MPs por citometría. Para los estudios posteriores todas las determinaciones 
(contaje de MPs totales y PMPs en el  estudio 2 y caracterización fenotípica, procedencia 
celular de MPs, determinación de dímero D, sP-selectina y FT antigénico en el caso del 
estudio 3) se realizaron a partir de PPP  congelado-descongelado preparado siguiendo el 
protocolo 1 de centrifugación (una centrifugación a 1500 g 30 min a 4 ºC). El tiempo de 
congelación del PPP fue de un mes o de 12-18 meses en función de si para la inclusión del 
paciente en el estudio se requería o no un tiempo de seguimiento. Para todas las muestras la 
demora desde la extracción hasta el procesamiento de las muestras fue inferior a 2 h.  
10. Citometría de flujo 
Para la evaluación del impacto de la centrifugación y conservación de la muestra se 
cuantificaron los niveles de MPs totales en el PPP y PLMPs preparado siguiendo alguno de 
los 4 protocolos de centrifugación y conservación de la muestra en un citómetro de flujo 
EPICS XL (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU). Para ello 10 µL de PPP o PLMPs se 
diluyeron en 500 µL de solución salina tamponada HEPES (10 mM HEPES, 0,15 M NaCl, 5 
mM KCl, 1 mM MgCl2, 2,5 mM CaCl2, pH7,4) y se incubaron durante 60 min a 4 ºC  con 5 
µL de anexina V fluoresceina isotiocianato (FITC, TACS® Annexin V-FITC, Trevigen, 
Gaithersburg, MD, USA) prediluida 1:5 en tampón HEPES. Tras la incubación, las muestras 
se adquirieron en el citómetro durante 2 min a bajo caudal tiempo en el cual el citómetro 
analizó aproximadamente 50 µL de la muestra. Para la calibración del equipo y la 
delimitación de una región de MPs se utilizó una combinación de bolas fluorescentes de 
diferentes tamaños (0,5-; 0,9- y 3,0-µm de diámetro, Megamix, BioCytex, Marsella, Francia) 
especialmente diseñadas para la detección de MPs por citometría de fujo. Los resultados se 
expresaron como eventos / 120 s (Figura 11).  
  IV.MATERIALES Y MÉTODOS
  
~ 50 ~ 
 
Figura 11. Calibración del citómetro basándose en una combinación de bolas de calibración 
fluorescentes (Megamix). 
A. Citograma del  instrumento Epics-XL donde se identifican tres regiones: a (bolas de 0,5 µm), b 
(bolas de 0,9 µm) y c (bolas de 3 µm). SSC: canal de “side scattered light”; FL1: canal de fluorescencia 
1. B. Citograma del instrumento Epics-XL donde se identificó la región d, correspondiente a las bolas 
de 3 µm (nube de puntos azul) y la región de MPs delimitada en el extremo suprerior derecho por las 
bolas de 0,9 µm (nube de puntos verde); bolas de 0,5 µm (nube de puntos roja); FSC: canal para 
“forward scattered light”. 
Para la comparación de niveles de MPs determinados en dos tipos de citómetros se 
cuantificaron los niveles de MPs totales y niveles de PMPs en el citómetro LSR Fortessa 
(Becton Dickinson Biosciences, BD, San José, CA, EE.UU) situado en el Hospital Virgen del 
Rocío de Sevilla y en el citómetro Navios (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) situado en el 
Hospital La Fe de Valencia. La cuantificación de poblaciones específicas de MPs circulantes 
(MPs totales, EMPs, PMPs, LMPs, MPs+FT, EMPs+FT, PMPs+FT, MPs+PSGL1 y 
LMPs+PSGL1) en pacientes con cáncer y trombosis se realizó en el mismo LSR Fortesa 
citado con anterioridad. Para la cuantificación, 30 µL de PPP descongelado se incubaron en 
500 mL de solución tampón HEPES (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2; pH, 
7,4) con la selección de anticuerpos monoclonales conjugados según correspondiera para 
cada estudio: 2 µL de CD45 FITC, 3 µL de CD31 PE,  µL de CD41-ficoeritrina-cianina 7 
(PECy7, Beckman Coulter, Marsella, Francia), 2 µL de CD142-FITC (American Diagnostica, 
Stamford, CT, EE. UU), 3 µL de CD162-PE (Biolegend, San Diego, CA, USA) y 5 µL de 
anexina V-FITC prediluida 1:5 en solución tampón HEPES (utilizada para estudio 
comparativo entre dos plataformas citométricas) ó 2 μl de anexina V-CF ™ Azul 
(Immunostep, Salamanca, España, utilizada para la caracterización de MPs en pacientes con 
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cáncer y pacientes con ETV. Cuando se empleó la anexina V-FITC la anexina junto con 
todos los anticuerpos y el PPP se incubaron 60 min en frío y oscuridad. Cuando se utilizó la 
anexina V-CF blue, antes de añadir la anexina los anticuerpos se incubaron junto con el PPP 
30 min a temperatura ambiente, a continuación se añadió la anexina V-CF Blue  y 20 μl de 
solución tampón de unión a anexina V (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 2,5 mM, pH 
7,4) y se incubó de nuevo 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Como control 
negativo las muestras fueron también incubadas con los controles de isotipo 
correspondientes siguiendo las mismas condiciones que las utilizadas para cada anticuerpo. 
Previamente a la  detección de las MPs, cada citómetro se calibró siguiendo las 
recomendaciones del fabricante utilizando una combinación de bolas  fluorescentes 
específicas y diferentes según las características del propio instrumento. En el citómetro de la 
casa comercial Beckman Coulter (Navios; Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) se utilizó la 
Megamix-Plus FSC, una combinación de bolas fluorescentes de poliestireno con diferentes 
diámetros (0,1-; 0,3-; 0,5- y 0,9-µm, Biocytex, Marsella, Francia). En el citómetro de la casa 
comercial BD (LSR Fortessa, Becton Dickinson Biosciences, Erembodegen, Bélgica) se 
utilizó la Megamix-Plus SSC, una combinación de bolas fluorescentes de poliestireno con 
diferentes diámetros (0,16-; 0,20-; 0,24-; y 0,5-µm, Biocytex, Marsella, Francia). Aunque los 
rangos de tamaño entre el conjunto de bolas de la Megamix-Plus FSC y la Megamix-Plus SSC 
no sean los mismos, el protocolo a seguir estaba diseñado para establecer una región de 
identificación de MPs comparable ente ambos citómetros, por lo que las mismas MPs deben 
detectarse en uno y otro citómetros una vez calibrados. Para la cuantificación del número 
absoluto de MPs se añadieron a cada muestra, 30 µL de esferas de contaje de 6 µm de 
diámetro con una concentración conocida (alrededor de 1000 esferas/μL, Perfect-Count 
Microspheres, Cytognos, Salamanca, España) y los resultados se expresaron como 
eventos/µL o eventos/mL.  Las muestras se adquirieron en el citómetro durante 2 minutos a 
bajo caudal de flujo. 
En todos los casos, para limitar el ruido de fondo las soluciones tamponadas empleadas 
fueron doblemente filtradas utilizando filtros con un tamaño de poro de 0,22 µm. Se 
consideraron MPs totales a aquellos eventos incluidos dentro de la región de MPs que fueran 
positivos para anexina V e inmuno-reactivos a los anticuerpos monoclonales específicos 
añadidos (Tabla 3) según correspondiera en cada caso. A modo de control negativo el PPP se 
incubó con anexina V-FITC/CF Blue según correspondiera en solución HEPES libre de 
calcio el cual es requerido para la unión de la anexina V a la fosfatidilserina.  
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Figura 12. Caracterización de MPs circulantes por citometría de flujo. 
A modo de ejemplo se exponen dos dot plot representativos que ilustran la identificación de las MPs 
con factor tisular (MP+FT) en un paciente diagnosticado de ETV. A. Las MPs+FT se identifican en 
la región inferior derecho utilizando un marcador específico para FT (CD142). B. Correspondiente 
control de isotipo negativo. IgG1: inmunoglobulina G1; FITC: isotiocianato de fluoresceína; PECy7: 
ficoeritrina-cianina 7. 
11. Actividad procoagulante mediada por MPs 
Generación de trombina 
La generación de trombina se determinó en el sistema de trombograma automatizado 
calibrado (CAT, Thrombinoscope BV, Maastricht, NL y Diagnostica Stago, Asnières, 
Francia) según el método de Hemker y colaboradores [269, 299] en muestras de PPP y 
PLMPs.  La generación de trombina se inició mediante la adición de 20 μl de reactivo 
denominado PRP (contiene gran cantidad de FT y una cantidad escasa de fosfolípidos) y 20 
μl de reactivo FluCa (sustrato fluorogénico de trombina y calcio) a 80 μl de muestra. Para 
corregir los artefactos debidos al diferente color del plasma entre las muestras, el consumo 
del sustrato y el filtrado de la señal se utilizó calibrador de trombina para cada muestra. Los 
pocillos calibradores de trombina contenían 20 μl de calibrador de trombina y reactivos 
FluCa y 80 μl de plasma. La actividad de trombina se midió en forma de fluorescencia  en un 
fluorímetro  Fluoroskan FL (Thermo Labsystem, Helsinki, Finlandia) equipado con filtros de  
390/460 nm  cada 20 segundos durante 90 minutos bajo el control del software 
Thrombinoscope (Thrombinoscope BV). A partir de la medición calibrada de la actividad de 
trombina, se pudo calcular la concentración. La trombina generada bajo estas condiciones era 
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críticamente dependiente de la presencia de MPs en el plasma. Los datos se expresaron en 
forma de concentración de trombina generada (nM). 
Tabla 3. Criterios utilizados para la identificación de MPs mediante citometría de flujo 
utilizando anticuerpos monoclonales específicos 
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P 
 
- 
 
- 
 
- 
 
P 
AnV: anexina V;PMPs: MPs de procedencia plaquetar; EMPs: MPs de procedencia endotelial; 
LMPs: MPs de procedencia leucocitaria; FT: factor tisular; PSGL1: glicoproteína ligando 1 de la 
P-selectina; PE: ficoeritirna; FITC: fluorescein isotiocianato; PECy7: ficoeritrina-cianina 7; P: 
positividad; N: negatividad. 
12. Actividad procoagulante mediada por MPs 
Generación de trombina 
La generación de trombina se determinó en el sistema de trombograma automatizado 
calibrado (CAT, Thrombinoscope BV, Maastricht, NL y Diagnostica Stago, Asnières, 
Francia) según el método de Hemker y colaboradores [269, 299] en muestras de PPP y 
PLMPs.  La generación de trombina se inició mediante la adición de 20 μl de reactivo 
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denominado PRP (contiene gran cantidad de FT y una cantidad escasa de fosfolípidos) y 20 
μl de reactivo FluCa (sustrato fluorogénico de trombina y calcio) a 80 μl de muestra. Para 
corregir los artefactos debidos al diferente color del plasma entre las muestras, el consumo 
del sustrato y el filtrado de la señal se utilizó calibrador de trombina para cada muestra. Los 
pocillos calibradores de trombina contenían 20 μl de calibrador de trombina y reactivos 
FluCa y 80 μl de plasma. La actividad de trombina se midió en forma de fluorescencia  en un 
fluorímetro  Fluoroskan FL (Thermo Labsystem, Helsinki, Finlandia) equipado con filtros de  
390/460 nm  cada 20 segundos durante 90 minutos bajo el control del software 
Thrombinoscope (Thrombinoscope BV). A partir de la medición calibrada de la actividad de 
trombina, se pudo calcular la concentración. La trombina generada bajo estas condiciones era 
críticamente dependiente de la presencia de MPs en el plasma. Los datos se expresaron en 
forma de concentración de trombina generada (nM). 
Actividad procoagulante dependiente de fosfolípidos 
La actividad procoagulante asociada a las MPs depende de la presencia de fosfolípidos 
aniónicos en superficie los cuales favorecen la formación y estabilización de los complejos de 
coagulación tenasa y protrombinasa. Se realizaron dos ensayos para valorar esta actividad 
procoagulante de las MPs: el primero evaluaba el tiempo de formación del coágulo 
dependiente de fosfolípidos y el segundo cuantificaba los fosfolípidos procoagulantes 
presentes en la superficie de las MPs. 
- Tiempo de coagulación dependiente de fosfolípidos procoagulantes: El tiempo de 
coagulación dependiente de fosfolípidos procoagulantes se midió de utilizando el kit 
STA®-procoag-PPL [269, 300] en un analizador automatizado STA-® (Diagnostica 
Stago, París, Francia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, 25 µL 
de muestra se diluyeron con 25 µL de plasma humano desprovisto de fosfolípidos y se 
incubaron durante 120 s a 37 ° C en un tubo con una bolita esférica. Acto seguido se 
añadieron 100 µL de FXa (0,01 U/mL) y se sometió al tubo a una agitación suave de 
vaivén  hasta que se detectó que la bolita esférica dejaba de moverse (Figura 13). Se 
consideró tiempo de coagulación al tiempo (s) que tardaba la bolita esférica en quedarse 
parada. Este tiempo era inversamente proporcional a la capacidad procoagulante asociada 
a fosfolípidos. 
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Figura 13. Medición de la actividad procoagulante dependiente de fosfolípidos 
asociados a las MPs. 
PPL-P: fosfolípidos procoagulantes; FVa: factor V activado. 
- Cuantificación de fosfolípidos procoagulantes  asociados a MPs: La cuantificación de 
fosfolípidos asociados a MPs se llevó a cabo midiendo la actividad procoagulante de la 
fosfatidilserina asociada a las MPs mediante el kit  “Zymuphen MP-Activity” (Hyphen 
Biomed, Neuville-Sur-Oise, France), siguiendo las recomendaciones del fabricante.  Este 
ensayo se llevó a cabo sólo en las muestras que previamente habían sido congeladas. Para 
ello, el PPP fue descongelado a 37 ºC y 100 µL de PPP diluido 1:20 ó 100 µL de 
calibrador (6 calibradores en total) se añadieron en una placa con pocillos tapizados con 
estreptavidina y anexina V biotinilada (Figura 14). Tras 1 hora de incubación a 37 ºC, la 
placa se lavó con solución tampón de lavado (provisto por el fabricante) para eliminar el 
exceso de muestra. A continuación se añadieron 100 µL de factor X activado (FXa) y 
factor V activado (FVa) bovino, calcio y 50 µL de protrombina humana y  todo se incubó 
durante 10 min a 37 ºC. Tras la incubación se añadió 50 µL de sustrato cromogénico 
específico de trombina y pasados 3 min la reacción se paró con 50 µL de ácido cítrico al 
2 %. El producto de la reacción da coloración la cual es proporcional a la concentración 
de fosfatidilserina asociada a la MPs. La intensidad de ese color generado se midió  en un 
espectofotómetro a 405 nm (TECAN infinite F200 pro, Männedorf, Suiza). A partir de 
los calibradores se elaboró una curva patrón que se utilizó para el cálculo de 
concentración de MPs medida en nM equivalente de fosfatidilserina (nM eq PS).  
Muestra PPP citratado
Plasma desprovisto de PPL-P
Bola esférica
Incubación 37 ºC
FVa
Ca2+
Agitación Coagulación
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Figura 14. Medición de actividad procoagulantes de fosfolípidos asociados a MPs. 
FVa: factor V activado; FXa: factor X activado. 
13. Determinación de sP-selectina 
Los niveles de sP-selectina se analizaron en muestras de PPP previamente descongeladas 
mediante ELISA tipo sándwich (Figura 15, Human sP-selectin/CD62P Quantikine R&D 
Systems Minneapolis, MN, EEUU) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello 
100 µL de PPP (previamente diluido 1:20) ó 100 µL de calibrador (8 en total) y 100 µL de 
anticuerpo policlonal para sP-selectina conjugado con peroxidasa se añadieron en una placa 
de pocillos tapizados con anticuerpos monoclonales específicos para sP-selectina. Tras 1 h de 
incubación la muestra se lavó con una solución tamponada para eliminar el resto de muestra 
no unida al anticuerpo. A continuación se le añadió tetrametilbenzidina y tras 15 min, la 
reacción se paró con 100 µL de ácido hidroclorídrico 1 N. La lectura e interpretación de los 
datos se realizó de igual forma que en la determinación de la actividad procoagulante de MPs 
con el kit Zymuphen. Los valores se expresaron como concentración de sP-selectina 
(ng/mL). En la Figura 15 se representa el fundamento. 
14. Determinación de FT antigénico 
Los niveles de FT antigénico se determinaron en muestras de PPP previamente 
descongeladas por el método ELISA tipo sándwich (Figura 15, Imubind® tissue factor 
ELISA, Sekisui Diagnostics, LLC, Stamford, CT EEUU). Brevemente, 100 µL de PPP 
previamente diluido 1:4 ó 100 µL de los estándares (6 en total) se añadieron en las placas de 
96 pocillos tapizadas con el anticuerpo monoclonal para FT. Tras 12 h de incubación a 4 ºC 
el resto de muestra no unida se eliminó con lavados de solución salina (PBS, 0.1%Tritón X-
Protrombina
Trombina
Sustrato
Trombina
Producto
A405nm
Anexina V-biotina
Plasma citratado
Ca2+
FVa
FXa
MPs+PS
PS
PS
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100, pH: 7,4). A continuación se agregó el anticuerpo para FT biotinilado y se incubó 1 h a 
temperatura ambiente. Tras eluir el exceso de anticuerpo mediante lavados, se añadió la 
enzima conjugada estreptavidin peroxidasa se incubó durante una hora  y se lavó siguiendo el 
procedimiento anterior. Acto seguido se añadieron 100 µL de tetrametilbenzidina y pasados 
20 minutos se paró la reacción con 50 µL de ácido sulfúrico  0,5 M. La lectura e 
interpretación de los datos se realizó de igual forma que en la determinación de la actividad 
procoagulante de MPs utilizando el kit de Zymuphen. Los valores se expresaron en pg/mL. 
 
Figura 15. Esquema del fundamento del ELISA tipo sándwich. 
HRP: enzima peroxidasa de rábano; TNB: tetrametilbenzidina. Adaptación de R&D Systems. 
15. Determinación de dímero D 
Los niveles de dímero D se analizaron en el laboratorio del Servicio de Hematología del 
Hospital Universitario Virgen del Rocío mediante el método de dímero D Acute Care™ de 
Stratus® CS (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark, DE, EEUU)  siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Este test es un ensayo tipo “sandwich two-site” doble, 
basado en la técnica de inmunoensayo de participación radial en fase sólida y cuyo principio 
es similar al descrito en la Figura 15. Para realizarlo, se añadió un anticuerpo monoclonal 
específico para  la molécula de dímero D a la porción central de un trozo cuadrado de papel 
de fibra de vidrio junto con  la muestra de PPP descongelada. Tras un breve periodo de 
incubación se agregó el anticuerpo monoclonal esta vez conjugado con  una enzima  que 
reconoce un segundo sitio antigénico específico del dímero D. Durante este periodo de 
Analito
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incubación, el anticuerpo conjugado reaccionó con el dímero D unido, formando un 
sándwich anticuerpo, antígeno, anticuerpo marcado. El anticuerpo marcado no unido se 
eliminó mediante lavados con una solución de lavado que incluía el sustrato de la enzima del 
anticuerpo conjugado iniciándose así la reacción enzimática. La tasa enzimática de la fracción 
unida aumentaba de forma directamente proporcional a la cantidad de dímero D presente en 
la muestra. La velocidad de reacción se midió mediante un sistema óptico. Los resultados se 
expresaron en µg/L.  
16. Análisis estadístico 
Las variables categóricas se expresaron en forma de % y las diferencias entre grupos se 
compararon utilizando el test de Fisher o la Chi- cuadrado según fuera apropiado. Las 
variables continuas se expresaron como media ± error estándar, como mediana e intervalo 
de confianza o como mediana y rango intercuartílico en función de  la distribución de la 
muestra (normal o no normal). Para la comparación de resultados entre los grupos se utilizó 
el test-t de pares, el test-t de Student, la prueba U de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal-
Wallis con su correspondiente corrección de Bonferroni (0,0167) dependiendo del número 
de grupos objeto de análisis y de su distribución. La correlación bivariada de Pearson se 
realizó para estudiar las relaciones entre las diferentes variables. Previamente a la 
comparación de resultados entre los citómetros de las dos plataformas citométricas, se le 
aplicó a los datos una transformación logarítmica que normalizara la distribución. Para 
evaluar la concordancia entre los resultados se llevó a cabo el test de Bland-Altman. El 
análisis estadístico se realizó con la versión 22 del programa SPSS para Windows y se 
consideraron diferencias significativas valores de p < 0,05 menos cuando se aplicó la 
corrección de bonferroni que entonces se consideraron diferencias significativas valores de p 
< 0,0167. 
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17. Objetivo 1: Influencia del procesamiento de las muestras sobre las 
propiedades de las MPs: efecto de la congelación y de la 
centrifugación 
17.1. Efecto de la temperatura de centrifugación 
Como primer paso se quiso determinar si la temperatura de centrifugación durante la 
preparación del PPP influía en las propiedades de MPs. Para ello se preparó PPP 
centrifugando a 1500 g 30 min a 4 ºC ó 20 ºC (protocolo 1 versus protocolo 3) y se 
compararon los niveles de MPs obtenidos a partir de ambos protocolos así como la 
capacidad procoagulante asociada a las MPs. Observamos resultados similares utilizando 
ambas temperaturas (protocolo 1 versus protocolo 3, Tabla 4). Lo mismo ocurrió cuando se 
compararon niveles y actividad funcional de MPs medidos en PPP fresco preparado 
mediante  doble centrifugación  a 2500 g 10 min a 4 ºC y 20 ºC (protocolo 2 versus 
protocolo 4, Tabla 4) o cuando las MPs se analizaron sobre PPP tras un ciclo de 
congelación-descongelación (Tabla4). Estos resultados demostraron que la temperatura de 
centrifugación no afectaba ni al número de MPs (Figura 16A) ni a su capacidad 
procoagulante (Figura 16B-D) independientemente de la velocidad de centrifugación o 
condición almacenamiento que se empleara. 
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Tabla 4. Efecto de la centrifugación y conservación de la muestra sobre el número absoluto de MPs circulantes y su 
actividad procoagulante asociada 
Protocolo 
centrifugación 
  
 
Plasma fresco 
   
Plasma congelado 
 
  
MPs 
(Eventos/120
s) 
Trombina 
(nM) 
 
Tiempo  
coagulación 
(s) 
 
 
MPs 
(Eventos/120
s) 
Trombina 
Tiempo  
coagulación 
(s) 
MPs 
(nM eq PS) 
 
1: 1500 g, 
30 min, 4 ºC 
   
3150 ± 612 21,5 ± 2,7 94 ± 2  21577 ± 2587 93,0 ± 14,9 42 ± 1 1,5 ± 0,1 
  
        
2: 2x2500 g, 
10 min, 4 ºC 
   
1575± 2591 11,4 ± 1,8 105 ± 32  8558 ± 17213 37,1 ± 5,7 61 ± 33 1,4 ± 0,1 
  
        
3: 1500 g, 
30 min, 20 ºC 
   
3586 ± 709 23,1 ± 4,3 90 ± 2  21142 ± 2844 80,6 ± 10,4 42 ± 2 1,6 ± 0,1 
  
        
4: 2x2500 g, 
10 min, 20 ºC 
   
1641 ± 300a 13,4 ± 3.3b 100 ± 3a  9403 ± 1637
b 39,3 ± 7,0b 59 ± 3b 1,2 ± 0,1b 
Los datos se expresaron como media ± error estándar, n = 16-21/determinación; a: p < 0,05;  b: p < 0,01 y c: p < 0,001 
comparado con el protocolo 1. d: p < 0,05 y b: p <0,001 comparado con el protocolo 3; eq PS: equivalentes de fosfatidilserina. 
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Figura 16. Efecto de la temperatura de centrifugación en los niveles de MPs circulantes y su 
actividad procoagulante asociada. 
Se compararon las dos temperaturas de centrifugación  4 ºC versus 20 ºC sin tener en cuenta la 
velocidad de centrifugación empleada 1500 g ó 2500 g; eq PS: equivalentes de fosfatidilserina. Las 
barras de error indican el error estándar. 
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17.2. Efecto de la velocidad de centrifugación 
El siguiente paso fue estudiar si la velocidad de centrifugación utilizada para la preparación 
del PPP afectaba al número de MPs y/o a su actividad procoagulante.  Como por los 
resultados anteriores concluimos que la temperatura no afectaba las propiedades de las MPs, 
las mediciones realizadas sobre PPP fresco preparado bajo la misma velocidad  de 
centrifugación se agruparon para este análisis. Los protocolos 1 (1500 g  30 min 4 ºC) y  3 
(1500 g  30 min 20 ºC) se agruparon en protocolo de baja velocidad de centrifugación, 
mientras que los protocolos 2 (2x2500 g 10 min 4 ºC) y 4 (2x2500 g 10 min 20 ºC) se 
agruparon  en protocolo de alta velocidad de centrifugación. Al comparar ambos en muestras 
frescas encontramos que tanto el número de MPs como la capacidad de generación de 
trombina eran dos veces mayores cuando se utilizaba el PPP preparado con el protocolo de 
baja velocidad (Figura 17A-B). El tiempo de coagulación detectado fue más corto en las 
muestras PPP de baja velocidad (Figura 17C). 
Cambios similares se observaron cuando se compararon estos mismos protocolos (baja 
versus alta velocidad) con muestras de PPP tras un ciclo de congelación-descongelación 
(Tabla 4). Los niveles de MPs medidos en nM eq PS, otro indicador de la actividad 
procoagulante asociada a la MPs, se determinaron sobre PPP tras un ciclo de congelación- 
descongelación y se observó que  también fueron mayores cuando el PPP se obtuvo a baja 
velocidad (Tabla 4). Estos resultados demostraban una clara asociación entre la baja 
velocidad de centrifugación y el mayor número y actividad procoagulante de MPs. 
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Figura 17. Influencia de la velocidad de centrifugación en los niveles de MPs circulantes y su 
actividad procoagulante asociada plasma fresco. 
A. MPs anexina V positivas. B. Generación de trombina. C. Tiempo de coagulación. Baja: 
centrifugación a 1500 g 30 min; alta: doble centrifugación a 2500 g 10 min. n = 20-21 por grupo. ** p 
< 0,01. Las barras de error indican el error estándar. 
De forma complementaria, sobre muestras de PPP congelado se estudiaron las correlaciones 
entre las diferentes determinaciones realizadas agrupando todos los protocolos estudiados. Se 
encontraron correlaciones significativas entre todas las comparaciones realizadas (Figura 18). 
La correlación más fuerte se encontró entre los niveles de MPs circulantes y la generación de 
trombina (r = 0,77; p  < 0,000; Figura 18A) y entre los niveles de MPs y el tiempo de 
coagulación (r = -0,76; p < 0,000; Figura 18B) y la más débil entre los niveles de MPs y la 
concentración de nM eq PS (r = 0,43; p < 0,000; Figura 18D).  
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Figura 18. Correlaciones 
entre las 
determinaciones 
realizadas sobre plasma 
pobre en plaquetas 
(PPP) tras un ciclo de 
congelación-
descongelación. 
A.  MPs versus generación 
trombina. B. MPs versus 
tiempo coagulación. C. 
Tiempo coagulación 
versus generación 
trombina. D. 
MPs(eventos/120s) (nM 
eq PS). E. Generación 
trombina versus MPs (nM 
eq PS). F. Tiempo 
coagulación versus MPs 
(nM eq PS). En el análisis 
se agruparon los 4 
protocolos de 
centrifugación estudiados. 
eq PS: equivalentes de 
fosfatidilserina. 
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Para comprobar que la actividad procoagulante medida dependía de las MPs se determinaron 
niveles de MPs y generación de trombina en muestras (PLMPs) en donde gran parte de las 
MPs habían sido eliminadas mediante una centrifugación a 2500 g durante 2 h. Se encontró 
que el PLMPs presentaba una baja capacidad de generación de trombina equivalente sólo a 
un 6 % de la generación de trombina detectada en el PPP. También se cuantificaron niveles 
de MPs totales en el PLMPs y se observó que equivalían a un 5 % de las encontradas en el 
PPP (Figura 19). Estos resultados indicaban que la actividad procoagulante dependía en gran 
medida de la presencia de MPs. 
 
Figura 19. Niveles de MPs circulantes en plasma pobre en plaquetas (PPP) y plasma libre de 
micropartículas (PLMPs) determinados mediante citometría de flujo. 
A. Eventos detectados dentro de la región de MPs en el PPP (panel izquierdo) versus el PLMPs 
(panel derecho). B. Niveles de MPs anexina V (anV) positivas detectados (cuadrante inferior derecho) 
en el PPP (panel izquierdo) versus PLMPs (panel derecho). SSC: canal para “side scattered light”; 
FSC: canal para “forward scattered light”; FITC; isotiocianato de fluoresceína; F: región de bolas de 
0,9 µm). 
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17.3. Conservación del PPP 
La determinación de MPs en fresco es poco práctica y supone una limitación para muchos 
laboratorios clínicos. Por eso, la mayoría de ellos congelan el plasma para conservarlo antes 
de realizar cualquier tipo de análisis [278, 301-303]. Para evaluar si la congelación del plasma 
afecta a la cantidad y funcionalidad de las MPs se compararon niveles de MPs circulantes, 
generación de trombina y tiempo de coagulación entre PPP fresco y PPP tras un ciclo de 
congelación-descongelación. Como la temperatura de centrifugación no afectaba las 
propiedades de las MPs se agruparon los protocolos con la misma velocidad de 
centrifugación  tal y como se realizó en el análisis de la velocidad de centrifugación. Cuando 
se estudió el protocolo de baja velocidad de centrifugación (1500 g 30 min)  se encontró que 
los niveles de MPs  en el PPP congelado y descongelado eran 6 veces mayores que los 
detectados en el PPP fresco. Un cambio similar (5,5 veces) se observó con velocidades de 
centrifugación más altas (2x2500g 10 min, Figura 20A). La determinación de generación de 
trombina también aumentó en el PPP congelado-descongelado comparado con el PPP fresco 
(Figura 20B). Todo ello fue acompañado de un descenso del tiempo de coagulación en 
determinaciones con PPP congelado-descongelado (Figura 20C).  
Cuando los 4 protocolos de centrifugación se analizaron de forma individual, los resultados 
obtenidas eran similares a los encontrados agrupando los datos (Tabla 4). Estos resultados 
demostraban que la congelación-descongelación de las muestras daba lugar a un aumento del 
número de MPs y de su actividad procoagulante. 
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Figura 20. Influencia de la congelación del plasma pobre en plaquetas (PPP) sobre los 
niveles de MPs circulantes y su actividad procoagulante asociada.  
A. MPs anexina V positivas. B. Generación de trombina. C. Tiempo de coagulación. Baja: 
centrifugación a 1500 g 30 min. Alta: doble centrifugación a 2500 g 10 min. n = 19-21 por grupo. *** 
p < 0,001. 
18. Objetivo 2: Cuantificación de MPs en dos plataformas citométricas 
diferentes siguiendo una nueva estrategia de calibración 
18.1. Calibración del citómetro Navíos para la detección de MPs 
Para calibrar el citómetro Navios de Beckman Coulter, citómetro con mayor capacidad de 
resolución en FS que en SS, se utilizaron las bolas Megamix-Plus FSC siguiendo 
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rigurosamente las recomendaciones del fabricante. Resumidamente los pasos que se 
realizaron fueron: i) selección de todos los parámetros citométricos en escala logarítmica y 
selección de adquisición en caudal de flujo bajo, ii) identificación de las bolas por 
fluorescencia: se creó un gráfico de puntos donde se visualizó el canal 1 de fluorescencia en 
el eje de abscisas y el canal de SS (SSC) en el de ordenadas.  Se seleccionó el canal 1 de 
fluorescencia como discriminador.  A continuación se adquirieron las bolas de Megamix 
Plus-FSC durante 1 min y se identificaron las 4 poblaciones de bolas diferenciándolas de los 
posibles dobletes formados (Figura 21A), iii) comprobación de la resolución del citómetro en 
canal de FS (FSC): se creó un histograma para FS y se visualizaron las 3 poblaciones de bolas 
de mayor tamaño (0,3-; 0,5- y 0,9-µm). La resolución sólo era suficiente si la distribución de 
la población de bolas de 0,3 µm no se solapaba con la de 0,5 µm de diámetro (Figura 21B), 
iv) comprobación de la proporción de bolas de 0,3-/0,5-µm con el discriminador en 
fluorescencia. En el histograma para FSC se seleccionaron las poblaciones de 0,3- y 0,5-µm y 
se comprobó que la proporción de bolas 0,3-/0,5-µm era cercana a 2 (Figura 21C), v) 
comprobación de la proporción de bolas de 0,3-/0,5-µm con el discriminador en FS. Se 
adquirieron en el citómetro las Megamix-Plus FSC durante 1 min. Se cambió el discriminador 
al FSC) y se ajustó el voltaje de forward hasta que la proporción de 0,3-/0,5-µm visualizada 
en el histograma fuera aproximadamente 1 (Figura 21D), vi) definición de la región de MPs: 
manteniendo el discriminador en forward en un gráfico donde se representaba el SSC versus 
el FSC y se definió la región de detección de MPs. El límite superior estaba delimitado por la 
nube de puntos de 0,9 µm de tamaño y el límite inferior por el valor de FS, seleccionado 
como discriminador (Figura 21E), vii) comprobación del nivel de  ruido de fondo: para 
comprobar que el ruido de fondo del citómetro con los parámetros seleccionados era lo 
suficientemente bajo para la determinación de MPs,  se adquirió en el citómetro agua 
purificada doblemente filtrada con filtros de tamaño de poro de 0,1 µm durante 1 min y se 
comprobó que los eventos /s recogidos por el citómetro no excedían el 50 % de la capacidad 
electrónica total del equipo (10000 eventos/s).Como se puede apreciar en la Figura 21A-E la 
calibración se realizó satisfactoriamente. 
  V.RESULTADOS
  
~ 70 ~ 
 
Figura 21. Calibración del citómetro Navios con una nueva estrategia para la optimización en 
la detección de MPs.  
La calibración realizó con la combinación de bolas Megamix-Plus FSC. A. Gráfico de densidad con la 
detección de las bolas fluorescentes de calibración. B. Histograma en  el canal de “forward scattered 
light” (FSC) con la distribución de las bolas de 0,3-; 0,5- y 0,9 µm. C. Detección de la proporción de 
0,3-/0,5-µm con el discriminador en el canal de fluorescencia 1 (FL1). D. Detección de la proporción 
de bolas 0,3-/0,5-µm con el discriminador en FSC. E. Gráfico de densidad donde se delimita la 
región de MPs. 0,9 µm (nube roja); 0,5 µm (nube verde); 0,3 µm (nube azul), 0,1 µm (nube amarilla).  
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18.2. Calibración del citómetro LSR Fortessa para la detección de MPs 
Para la calibración del citómetro LSR Fortessa de BD, citómetro con mayor capacidad de 
resolución en el parámetro SS que en el FS, se emplearon las bolas Megamix-Plus SSC 
siguiendo de nuevo rigurosamente las recomendaciones del fabricante. Resumidamente los 
pasos realizados fueron: i) selección de todos los parámetros en escala logarítmica, selección 
de la señal de detección en pico y selección de adquisición en caudal de flujo bajo, ii) 
identificación de las bolas de fluorescencia: se seleccionó el discriminador en el canal de 
fluorescencia para FITC y se creó un gráfico de puntos donde se visualizara el canal de 
fluorescencia para FITC en el eje de abscisas y el SSC en ordenadas. Se adquirieron las bolas 
Megamix-Plus SSC durante 1 min y se identificaron las diferentes subpoblaciones de bolas 
descartando los dobletes (Figura 22A), iii) comprobación de la resolución de SS: en un 
histograma para el canal de SS, se visualizaron las 4 subpoblaciones de bolas. La resolución 
era suficiente sólo si la distribución de las poblaciones no se solapaban entre sí (Figura 22B), 
iv) comprobación de la resolución de FS y definición de la región de MPs: en un gráfico de 
puntos representando FS en el eje de abscisa y SS en el de ordenadas, se ajustó el voltaje de 
forward de forma que la mayor parte de las bolas, fuera cual fuera su tamaño, se encontraran 
situadas entre la segunda y la  cuarta década del eje de abscisas. A continuación se definió la 
región de detección de MPs, el límite superior se delimitó  por el final de la nube de puntos 
de las bolas de 0,5 µm de tamaño y el límite inferior por el final de la nube de puntos de las 
bolas de 0,16 µm de tamaño (Figura 22H), v) cambio de discriminador de fluorescencia a SS: 
se adquirieron las bolas Megamix-Plus SSC durante 1 min. Se cambió el discriminador a SS 
(este  valor del discriminador se calculó en función de la distribución de las bolas de 0,16- y  
0,20-µm de diámetro en el histograma de SS  comentado anteriormente (en el apartado iii) y 
aplicando la siguiente fórmula: valor del discriminador del SSC = mediana bolas de 0,16 µm 
+ [0,3 x (mediana bolas 0,20 µm - mediana bolas 0,16 µm)]. Al cambiar el discriminador las 
bolas de 0,16 µm dejaban de visualizarse aunque se mantuvo el límite inferior en el final de 
las bolas de 0,5 µm de tamaño, vi) verificación del ruido de fondo del equipo: para 
comprobar que el ruido de fondo del Fostessa en estas condiciones era lo suficientemente 
bajo para la adecuada detección de MPs, agua ultrapura doblemente filtrada con filtros de 0,1 
µm se adquirió en el citómetro durante 1 min y se comprobó que la tasa de eventos / s 
detectados no excedía el 50 % de la capacidad electrónica máxima del citómetro  (8000 
eventos/s). Como se puede apreciar en la figura 22A-C la calibración se realizó 
satisfactoriamente. 
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Figura 22. Calibración del citómetro LSR Fortessa utilizando una nueva estrategia para 
optimizar la detección de MPs. 
La calibración del citómetro se llevó a cabo utilizando la combinación de bolas Megamix-Plus SSC. A. 
Gráfico de densidad con la detección de las bolas fluorescentes de calibración. B. Histograma en el 
canal de “side scattered light” (SSC) con la distribución  de las bolas de 0,16-; 0,20-; 0,24- y 0,5-µm. 
C. Gráfico de puntos donde se delimita la región de MPs colocando el discriminador en el canal de 
fluorescencia para el fluorocormo isotiocianato de fluoresceína (FITC). Bolas de 0,5 µm (nube roja); 
0,24 µm (nube verde); 0,20 µm (nube azul); 0,16 µm (nube amarilla). 
18.3. Cuantificación de niveles de MPs totales y PMPs 
Niveles de MPs totales y PMPs de los mismos pacientes se midieron tanto en el citómetro 
Navios como en el LSR Fortessa. La figura 23A-B muestra cómo se identificaron las PMPs 
en cada citómetro a modo de ejemplo. Cuando se compararon los niveles de MPs circulantes, 
se encontraron diferencias significativas en los valores absolutos de MPs totales (26987 ± 
2845 versus 15411 ± 1733) y PMPs (21565 ± 2620 versus 13063 ± 1615) entre el Navios y el 
Fortessa tal y como se muestra en la figura 23C. Estos resultados demostraban que la 
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comparación absoluta entre citómetros de con diferentes propiedades ópticas (diferente 
capacidad de resolución en FS y SS) no era posible con la metodología empleada. 
 
Figura 23.Cuantificación de las MPs de procedencia plaquetar (PMPs) en dos tipos 
diferentes de citómetro. 
(A,B) Gráficos representativos de fluorescencia  donde se visualizan las PMPs. A. Análisis de las 
PMPs en el citómetro Navios previamente calibrado. B. Análisis de las PMPs en el citómetro LSR 
Fortessa previamente calibrado. Se consideraron PMPs a las MPs doble positivas para CD31-PE y 
CD41-PECy7, en ambos paneles sólo se muestran los eventos recogidos dentro de la región de MPs 
establecida positivos para anexina V-FITC. FITC: isotiocianato de fluoresceína; PE: ficoeritrina. C. 
Contaje absoluto de MPs totales y PMPs, los resultados se expresaron como media y error estándar 
(barra de error). n = 65; * p < 0,05. 
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A pesar de la diferencia en el número de MPs circulantes detectados en cada citómetro, 
cuando se compararon los valores absolutos de ambas poblaciones de MPs, observamos una 
fuerte correlación entre los valores de MPs totales (r = 0,908; p < 0,01; Figura 24A) y entre 
los valores de PMPs obtenidos en ambos citómetros (r = 0,910; p < 0,01; Figura 24B). Se 
evaluó la concordancia de los resultados obtenidos en las dos plataformas de citometría por 
el método de Bland-Altman y se observó que la mayoría de los valores se encontraban dentro 
del 95 % del límite de concordancia para cada comparación (media de las diferencias ± 1,96 
la desviación estándar de la diferencia, Figura 24C). 
 
Figura 24. Correlación de los niveles de MPs circulantes entre ambas plataformas 
citométricas. 
(A,B)  Comparación de los niveles de MPs totales (A) y de los niveles de MPs de procedencia 
plaquetar PMPs (B) medidos en muestras del mismo paciente utilizando el citómetro LSR Fortessa o 
el Navios; r: correlación de Pearson. (C, D) Análisis de la concordancia en el contaje de MPs entre 
ambos citómetros utilizando el test de Bland-Altman. Línea negra: diferencia de la media; línea 
punteada: ± 1,96 veces la desviación estándar. n = 65. 
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19. Objetivo 3: Caracterización fenotípica diferencial de MPs en dos 
grupos de pacientes, diagnosticado de ETV y diagnosticados de 
cáncer 
La figura 25 muestra un diagrama de flujo con la inclusión de los pacientes. La población de 
estudio estaba formada por dos grupos, uno incluía 96 pacientes con cáncer sin ETV y otro 
138 pacientes con ETV sin diagnóstico de cáncer. Estos pacientes fueron seleccionados a 
partir de dos cohortes de pacientes, una de ETV y otra de cáncer a las cuales se les realizó un 
seguimiento de 1 año. Aquellos pacientes con ETV que durante el seguimiento desarrollaron 
cáncer y aquellos pacientes con cáncer que durante el seguimiento fueron diagnosticados de 
ETV no se incluyeron en nuestra población de estudio, otros criterios de inclusión y 
exclusión fueron especificados en el apartado de métodos. También se incluyó un grupo de 
14 sujetos sanos a modo de referencia. La tabla 5 muestra las características clínicas y 
demográficas de las 3 poblaciones de estudio. 
 
Figura 25. Diagrama de flujo con la inclusión de los pacientes en el estudio. 
CI: consentimiento informado; HBPM: heparina de bajo peso molecular; TVP: trombosis venosa 
profunda; EP: embolia pulmonar. 
 
 
 
210 pacientes con cáncer
avanzado considerados
138 pacientes con ETV
idiopática sin cáncer
- 109 TVP
- 19 EP y TVP
No incluidos
-   2 sin firma de CI
-   70 diagnosticados de
ETV
-   3 con sospecha de
ETV
-   30 fallecimientos
-   9 sin datos actualiza
dos
 96 pacientes con
cáncer avanzado sin
ETV
28 de colon
    - 26 colon
    - 2 intestino delgado
21 gástrico-pancreáticos
  - 20 gastroesofágicos
  - 1 pancreátivco
47 pulmón
209 pacientes
con ETV
considerados
No incluidos
- 10 sin CI
- 32 con traramiento con
HBPM de más de 72 h
- 15 diagnosticados de
cáncer
- 3 fallecimientos
- 11 sin datos actualiza-
dos
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Tabla 5. Características clínicas y demográficas de los tres grupos de estudio. 
 
Característica 
 
Sanos ETV Cáncer Valor P 
     
Edad (años) 
 
41 (20) 67 (23) 63 (13) 0,54 
     
IMC (kg/m2) 
 
23 (5) 30 (7) 26 (6) < 0,001* 
     
Hombre 
 
5 (35,7) 77 (55,8) 67 (69,8) < 0,001* 
     
Fumador 
 
13 (92,9) 48 (34,8 %) 62 (64,6 %) < 0,001* 
     
Consumidor de alcohol 
 
0 (0) 12 (8,7 %) 25 (26,0 %) < 0,001* 
     
Hipertensión 
 
0 (0) 72 (52,2 %) 29 (30,2 %) < 0,001* 
     
Dislipemia 
 
1 (7,1) 39 (28,3 %) 25 (26 %) 0,767 
     
Diabetes 
 
0 (0) 19 (13,8 %) 17 (17,7 %) 0,463 
     
Enfermedad respiratoria 
 
1 (7,1) 31 (22,5 %) 18 (18,8 %) 0,518 
     
EPOC 
 
0 (0) 12 (8,7 %) 13 (13,6 %) 0,038* 
     
Asma 
 
1 (7,1) 8 (5,8 %) 1 (1,0 %) 0,127 
     
Tuberculosis 
 
0 (0) 2 (1,4 %) 2 (2,1 %) 0,618 
     
Bronquiectasias 
 
0 (0) 3 (2,2 %) 0 (0 %) 0,288 
En la tabla se reflejan los datos afirmativos correspondientes para cada variable. Las  variables 
cuantitativas están expresadas como media y (rango intercuartílico) y las variables cualitativas como 
n y (%). Sólo se indica el valor de p para la comparación entre trombosis y cáncer. IMC: índice de 
masa corporal; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica; SAOS: síndrome de apnea 
obstructiva del sueño; n sanos = 14; n ETV = 138; n cáncer = 96; * indica valor de p con 
significación. 
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Característica 
 
Sanos ETV Cáncer Valor P 
     
Enfermedad inflamatoria 
intestinal 
 
0 (0) 3 (2,2 %) 1(1 %) 0,646 
 
SAOS 0 (0) 4 (2,9 %) 2 (2,1 %) 1 
          
 
Enfermedad arterial periférica 0 (0) 2 (1,4 %) 4 (4,2 %) 0,231 
          
 
Dispesia 
 
1 (7,1) 6 (4,3 %) 1 (1 %) 0,245 
 
Insuficiencia cardiaca crónica 
 
0 (0) 1 (0,7 %) 3 (3,1 %) 0,308 
     
Artritis 
 
0 (0) 6 (4,3 %) 1 (1,0 %) 0,245 
     
Artrosis 
 
0 (0) 16 (11,6 %) 1 (1,0 %) 0,002* 
     
Enfermedad renal crónica 
 
0 (0) 10 (7,2 %) 6 (6,3 %) 1 
     
Trastornos neurológicos 
 
0 (0) 21 (15,2 %) 7 (7,3 %) 0,1 
Tabla 5. (continuación). 
En el grupo de ETV se encontraron pacientes con un mayor índice de masa corporal (IMC) 
y mayor frecuencia  de hipertensión arterial y de artrosis que en el grupo de cáncer (Tabla 5). 
Entre los pacientes con ETV, 86 de los 138 (62,3 %) habían recibido tratamiento con HBPM  
dentro de las 72 h previas a la obtención de muestra, 72 de esos 86 (83,7 %) fueron tratados 
con enoxaparina. Por el contrario, el grupo de cáncer estaba formado en su mayoría por 
hombres, fumadores activos, consumidores regulares de alcohol y con mayor prevalencia de 
EPOC que los pacientes del grupo de ETV (Tabla 5).  El 86,5 % de los pacientes 
oncológicos (83/96) presentaron un grado avanzado de progresión de la enfermedad (estadío 
IV) y se encontraban bajo tratamiento con agentes quimioterápicos. Dentro de éstos, el 3,1 
% (3/96) había recibido en el mes previo, a la inclusión del estudio, quimioterapia y 
radioterapia de forma conjunta.   
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19.1. Caracterización y comparación de los niveles de MPs en pacientes con ETV y 
pacientes con cáncer 
Estudio de MPs circulantes totales y su procedencia celular 
Para caracterizar e identificar un perfil de MPs  que permitiera discriminar entre pacientes 
con ETV y pacientes con cáncer, comparamos la mediana e intervalo de confianza (IC) de 
los niveles de MPs totales, EMPs, PMPs y LMPs obtenidos en cada grupo (ETV, cáncer y 
sanos). Ambos grupos de pacientes presentaron niveles de MPs totales claramente más 
elevados que el grupo de sujetos sanos (Figura 26A) y aunque los valores de mediana se 
encontraban ligeramente más elevados en el grupo de cáncer que en el de ETV, 
estadísticamente no se encontró que esta elevación fuera determinante (Figura 26A). Las 
PMPs  presentaban un comportamiento similar a las MPs totales, se detectaron niveles 
claramente más elevados en los pacientes que en los sanos pero no existían diferencias 
importantes entre la ETV y el cáncer, únicamente se observó  una ligera elevación del valor 
de mediana  del grupo oncológico (Figura 26B). Las EMPs y LMPs también se encontraron 
marcadamente más elevadas en los pacientes que en los sujetos sanos, sin embargo, ambas 
subpoblaciones de MPs seguían un patrón similar entre el grupo de cáncer y el grupo de 
trombóticos, aunque al contrario que en el caso de las PMPs, la ligera elevación del valor de 
mediana recaía sobre el grupo de ETV tanto para las EMPs como para las LMPs (Figura 
26C-D). 
Estudio de MPs circulantes con exposición de FT  o PSGL1 en su membrana celular 
Se estudiaron  los niveles de MPs que expresaran FT o PSGL1 a nivel de membrana y se 
compararon las medianas e IC obtenidos para los 3 grupos (ETV cáncer y sanos). Ambas 
poblaciones de pacientes presentaron mayores niveles de MPs+FT que el grupo de sujetos 
sanos. En la estimación por IC no se encontraron diferencias con evidencia estadística  entre 
el grupo de cáncer y el de ETV. Sin embargo, el valor de mediana para las MPs+FT en el 
grupo de ETV era  aproximadamente un 50 % superior al valor obtenido en el grupo de 
cáncer (Figura 27A). Por ello se realizó un segundo análisis comparando las medianas y 
rangos intercuartílicos de las MP+FT entre ambos grupos una vez ajustadas por aquellas 
variables que en el análisis bivariado presentaron diferencias significativas (género, hábito 
tabáquico, consumo de alcohol, hipertensión, EPOC, artrosis e IMC, Tabla 5). En este 
análisis se encontraron niveles de MPs+FT significativamente más elevados en los pacientes 
diagnosticados de ETV que en los diagnosticados de cáncer (p = 0,027; Figura 27B). Esta 
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diferencia significativa  no se mantuvo cuando se estudió la procedencia endotelial o 
plaquetar de las MPs+FT. Ambos grupos de pacientes seguían un patrón casi idéntico en las 
PMPs+FT tanto en valores de mediana como de rango intercuartílico (Tabla 6). Los niveles 
de EMPs+FT fueron casi indetectables en los 3 grupos (Tabla 6). En cuanto a las 
MPs+PSGL1, no se encontraron diferencias ni en los niveles totales ni en los niveles de 
LMPs+PSGL1 entre el grupo de ETV y el de cáncer. Tampoco se observaron cambios 
sustanciales de estas poblaciones de MPs entre los grupos de pacientes y el grupo de sujetos 
sanos (Tabla 7).  
 
Figura 26. Perfil de MPs totales y su procedencia celular en los diferentes grupos de estudio. 
 A. MPs circulantes totales. B. MPs circulantes de procedencia plaquetar (PMPs). C. MPs circulantes 
de procedencia endotelial (EMPs). D. MPs de circulantes de procedencia leucocitaria (LMPs). Los 
resultados se expresaron como mediana (círculo) e intervalo de confianza (barra horizontal). 
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Figura 27. Perfil de MPs con factor tisular (MPs+FT) en el grupo de ETV versus el grupo de 
cáncer. 
A. Representación mediana (círculo) e intervalos de confianza barra horizontal). B. Representación 
de la mediana (línea horizontal dentro de la caja) y 1,5 veces rango intercuartílico (bigotes); percentil 
25 y 75 (líneas horizontales extremo inferior y superior de la caja); círculos negros: “outliers”/valores 
extremos; *p < 0,05. 
Tabla 6. MPs con factor tisular (MPs+FT) y su procedencia celular 
 
Población MPs 
 
ETV 
 
Cáncer 
 
Valor p 
 
 
MPs+FT 
 
 
15021 (23524) 
 
10462 (17043) 
 
0,027 
 
EMPs+FT 
 
 
0,00 (526) 
 
0,00 (419) 
 
0,160 
 
PMPs+FT 
 
 
3389 (9465) 
 
3981 (7532) 
 
0,857 
Los resultados se expresaron como mediana (rango intercuartílico), n ETV = 
138, n cáncer = 96. EMPs+FT: MPs+FT con origen en el endotelio; PMPs+FT: 
MPs+FT de origen plaquetar. 
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Tabla 7. Perfil de MPs con glicoproteína ligando 1 de P-selectina (MPs+PSGL1) y su 
procedencia celular 
 
Población MPs 
 
 
Sanos 
 
ETV 
 
Cáncer 
 
MPs+PSGL1 
 
 
3613 (0 ;6506) 
 
4383 (3740; 5093) 
 
5149 (3895; 6851) 
 
LMPs+PSGL1 
 
1143 (0; 1707) 
 
1654 (1237; 2057) 
 
1772 (1470; 1911) 
 
Los resultados se expresaron como mediana, (intervalo de confianza inferior; superior) 
LMPs+PSGL1: MPs+PSGL1 de procedencia leucocitaria; n sanos = 14; n ETV = 138, n 
cáncer = 96. 
19.2. Caracterización y comparación de los niveles de MPs en pacientes con ETV 
versus pacientes con diferentes subtipos de cáncer 
Estudio de MPs circulantes totales y su procedencia celular 
Para estudiar si existía alguna diferencia entre el perfil de MPs de los pacientes con ETV y 
algún subtipo concreto de cáncer, los pacientes oncológicos se clasificaron en tres subgrupos 
de acuerdo con la localización de la neoplasia (pulmón, gástrica o pancreática y de colón). Se 
compararon los valores de las MPs totales, EMPs, LMPs y PMPs obtenidos en dichos 
subgrupos con los obtenidos en el grupo de ETV. En los 3 subtipos de cáncer encontramos 
niveles de MPs totales marcadamente más elevados que en los sujetos sanos (Figura 28A). 
Entre el grupo de cáncer y el de ETV por estimación de los IC no se encontraron diferencias 
con suficiente evidencia estadística aunque sí encontramos que los 3 subtipos de cáncer 
presentaron valores de MPs totales ligeramente más elevados que el grupo de ETV, 
especialmente aquellos pacientes con cáncer gástrico o pancreático cuyo valor de mediana era 
aproximadamente un 33 % mayor que la de los pacientes con trombosis (Figura 28A). En 
cuanto a la procedencia de las MPs, en los orígenes celulares estudiados (endotelial, 
leucocitario y plaquetar) no se encontró un patrón que permitiera diferenciar entre alguno de 
los subgrupos de cáncer y el grupo de ETV (Figura 28B-D). Cabe mencionar que en el caso 
de las EMPs y LMPs los valores de mediana obtenidos para los subgrupos de cáncer de 
pulmón y cáncer de colon se encontraban ligeramente por debajo del valor obtenido para el 
grupo de ETV, mientras que en el subgrupo de gástrico-pancreáticos los niveles de estas 
MPs se encontraban  levemente más elevados en estos pacientes que en los trombóticos 
(Figura 28B-C). En el caso de las PMPs el patrón era diferente,  sin llegar a una evidencia 
estadística los niveles de PMPs se encontraron más elevados en los 3 subgrupos de cáncer 
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que en los pacientes con ETV especialmente en los gástrico-pancreático cuyos valores de 
PMPs eran los más elevados de todos los grupos (Figura 28D). 
 
Figura 28. Perfil de MPs totales y su procedencia celular en los subgrupos de cáncer y en el 
grupo de ETV. 
A. MPs circulantes totales. B. MPs circulantes de procedencia endotelial (EMPs). C. MPs circulantes 
de procedencia leucocitaria (LMPs). D. MPs de circulantes de procedencia plaquetar (PMPs). Los 
resultados se expresaron como mediana (círculos) e intervalo de confianza (barra horizontal). 
Pulmón: cáncer de pulmón; Gast-panc: cáncer gástrico o pancreático; Colon: cáncer de colon. 
Estudio de MPs circulantes con exposición de FT o PSGL1en su membrana celular 
Se compararon los valores para MPs+FT y MPs+PSGL1 entre  los diferentes subgrupos de 
cáncer y el grupo de ETV. Se observó en los 3 subgrupos de cáncer niveles de MPs+FT más 
elevados que en los sujetos sanos aunque fue el subgrupo gástrico-pancreático  el que 
presentó los niveles más altos (Tabla 8). Sin embargo, ninguno de los subtipos de cáncer 
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superaron los valores  observados en el grupo de ETV para estas poblaciones de MPs (Tabla 
8). 
Cuando se estudió el origen celular de las MPs+FT (endotelial o plaquetar) no se 
encontraron valores que evidenciaran una marcada diferencia estadística entre el grupo de 
ETV y cualquier subgrupo de cáncer. Únicamente se apreciaron valores de mediana para las 
PMPs+FT algo más elevados en los subgrupos de cáncer de colon y gástrico-pancréatico que 
en el grupo de ETV y ligeramente más bajos en el cáncer de pulmón (Figura 29). En cuanto a 
las EMPs+FT, en la mayoría de las poblaciones de estudio sus niveles fueron casi 
indetectables con un valor de mediana de 0 (Tabla 8). 
 
Figura 29. Perfil de las MPs plaquetares con factor tisular (PMPs+FT) en los subgrupos de 
cáncer y en la ETV. 
Pulmón: cáncer de pulmón; Gast-panc: cáncer gástrico o pancreático; Colon: cáncer de colon. 
Niveles de MPs+PSGL1 similares se encontraron entre los subgrupos de colon y pulmón y 
el  grupo de ETV. En cambio, el valor de mediana para las MPs+PSGL1 fue un 50 % mayor 
en los pacientes con cáncer gástrico o pancreático en comparación con aquellos 
diagnosticados de ETV. Teniendo en cuenta los valores de  IC esta diferencia no tenía  
evidencia estadística debido al solapamiento entre los intervalos de ambos grupos (Figura 
30A). Se realizó un segundo análisis donde se compararon las medianas y rangos 
intercuartílicos de las MPs+PSGL1 entre los tres subgrupos de cáncer y el grupo de ETV 
una vez ajustadas por las variables que un previo análisis multivariante presentaron 
diferencias significativas. Se encontraron niveles  de MPs+PSGL1 significativamente más 
elevados en los pacientes con cáncer gástrico-pancreático que en los pacientes con ETV (p = 
0,003; Figura 30B). Esta diferencia significativa no se mantuvo cuando se estudió la 
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procedencia leucocitaria de estas MPs, niveles similares de LMPs+PSGL1 se encontraron 
entre el grupo de ETV y el subgrupo de cáncer gástrico-pancreático [mediana (rango 
intercuartílico); ETV: 1654 (1915); cáncer gástrico o pancreático: 2785 (4076), p > 0,05].  
 
Figura 30. Perfil de MPs circulantes con glicoproteína ligando 1 de la P-selectina 
(MPs+PSGL1) en los subtipos de cáncer y en la ETV. 
A. Representación de mediana (círculo) e intervalo de confianza (barra horizontal). B. Representación 
de mediana (línea horizontal dentro de la caja) y  1,5 veces el rango intercuartílico (bigotes); percentil 
25 y 75 (líneas horizontales extremo inferior y superior de la caja respectivamente); círculos negros: 
outliers/valores extremos *p <0,05; Pulmón: cáncer de pulmón; Gast-panc: cáncer gástrico o 
pancreático; Colon: cáncer de colon. 
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Tabla 8. Perfil de MPs circulantes con factor tisular (MPs+FT) y su procedencia celular en los subtipos de cáncer y en la ETV 
 
Población de 
MPs 
 
 
Sanos 
 
ETV idiopática 
 
Cáncer pulmón 
 
Cáncer gast-panc 
 
Cáncer colon 
 
MPs+FT 
 
 
4244 (2638; 7054) 
 
15021 (11502; 21245) 
 
9611 (7822; 14620) 
 
10892 (8704; 32929) 
 
10347 (5756; 15956) 
 
PMPs+FT 
 
 
2332 (1569; 3420) 
 
3390 (2599; 4429) 
 
2946 (2350; 4483) 
 
6008 (3306; 15541) 
 
4331 (1705; 9061) 
 
EMPs+FT 
 
 
0 (0; 135) 
 
0 (0; 202) 
 
0 (0; 408) 
 
0 (0; 0) 
 
0 (0; 0) 
PMPs+FT: MPs+FT de procedencia plaquetar; EMPs+FT: MPs+FTcon origen endotelial; IC: intervalo de confianza; cáncer gast-panc: cáncer 
gástrico o pancreático. 
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19.3. Niveles de dímero D, sP-selectina y FT antigénico en pacientes con ETV 
versus pacientes con cáncer 
Además de las MPs también se estudiaron otros parámetros sanguíneos implicados en la 
coagulación como son el dímero D, la sP-selectina y el FT antigénico. Entre el grupo de 
ETV y el grupo de cáncer encontramos diferencias acentuadas en los valores de mediana y en 
los valores del IC para el dímero D y para la sP-selectina. En ambos casos los valores de se 
encontraron sustancialmente más elevadas en el grupo de pacientes con trombosis que en el 
grupo de pacientes oncológicos (Figura 31). Para el FT antigénico, no se encontraron 
diferencias importantes entre ninguna de las poblaciones estudiadas [mediana (IC inferior; IC 
superior); ETV: 241 (222; 262), cáncer pulmón: 209 (170; 266), cáncer gástrico o pancreático: 
209 (177; 233), cáncer colon: 212 (193; 233)]. 
 
Figura 31. Comparación de los niveles de dímer D (A) y P-selectina soluble (B) entre 
pacientes con cáncer y pacientes con ETV. 
Los resultados se expresaron como mediana (círculo) e intervalo de confianza (barra horizontal). 
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Entre los retos clínicos actuales en la relación entre cáncer y ETV se incluyen tanto la 
optimización de las herramientas de predicción para el evento trombótico en pacientes con 
cáncer como el diagnóstico temprano de la neoplasia subyacente en el paciente con ETV. En 
ambos escenarios clínicos las MPs son uno de los biomarcadores más prometedores.  Son 
varios los estudios centrados en el hallazgo de marcadores del evento trombosis en pacientes 
con cáncer [161, 245, 246, 262] o de marcadores del evento cáncer subyacente en las 
trombosis aparentemente idiopáticas [95], sin que existan resultados concluyentes. Los 
estudios amplios de cohortes longitudinales serían los más apropiados para validar el papel de 
las MPs como biomarcador. Por ello como paso previo a estos estudios de cohortes nuestro 
trabajo se ha centrado en la caracterización de MPs circulantes en dos grupos de pacientes, 
unos diagnosticados de ETV idiopáticas sin diagnóstico de cáncer y otro grupo 
diagnosticado  de cáncer que no han desarrollado ETV. Sin embargo, debido a que las MPs 
son muy sensibles a sufrir alteraciones ex vivo y que no hay un protocolo de procesamiento 
estandarizado para su aislamiento y análisis, la comparación de resultados entre diferentes 
laboratorios y la utilización de MPs como biomarcadores aún está muy limitada y su 
estandarización supone un desafío  [266, 269, 282, 304]. Para la obtención de resultados 
precisos es importante conocer de qué forma afectan las condiciones preanalíticas a las 
propiedades de las MPs. Por ello antes de elegir las condiciones preanalíticas y analíticas en la 
caracterización de MPs de ambos grupos de pacientes (cáncer y trombosis), se realizaron dos 
estudios metodológicos, uno sobre el método preanalítico en el que se puso de manifiesto el 
impacto que tiene la velocidad de centrifugación y la congelación sobre las propiedades de las 
MPs y otro sobre el  método de análisis por citometría en el que observamos que la detección 
de MPs en citómetros de flujo calibrados con la Megamix-Plus es un método fiable. En estos 
resultados metodológicos basamos la elaboración del protocolo de aislamiento y análisis de 
MPs.  
1. Influencia del procesamiento de las muestras sobre las propiedades de las 
MPs: efecto de la congelación y de la centrifugación 
El primer objetivo de esta tesis se centró en evaluar el impacto de la centrifugación y 
almacenamiento de las muestras como parte del procedimiento de preparación del plasma 
para la determinación de las MPs. Cuatro protocolos de centrifugación que implicaban 
diferentes velocidades y temperaturas así como el efecto de la congelación de las muestras 
han sido estudiados. Cuando se analizaron los niveles de MPs y su capacidad procoagulante 
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asociada, nuestros resultados demostraron que las propiedades de las MPs (número y 
capacidad procoagulante) se veían afectadas por la velocidad de centrifugación empleada y 
por la congelación de la muestra pero no por la temperatura de centrifugación. 
Temperatura de centrifugación 
Hasta la fecha no tenemos conocimiento de que existan otros estudios que describan la 
influencia de la temperatura de centrifugación en las propiedades de las MPs. En nuestros 
resultados observamos que la temperatura de centrifugación (4 ºC ó 20 ºC) no influía ni en el 
número de MPs ni en su actividad procoagulante. En la literatura, si el PPP debe ser aislado a 
temperatura ambiente (20 ºC) o a baja temperatura (4 ºC) es objeto de debate. Recientemente 
se ha postulado que la centrifugación de la sangre total a bajas temperaturas puede dar lugar a 
una activación de las plaquetas con el correspondiente incremento de MPs artefactuales, eso 
conlleva que muchos autores opten por una centrifugación a temperatura ambiente [269, 
272, 305]. Sin embargo, también se ha propuesto que la centrifugación a 4 ºC ayuda a 
preservar la calidad y la actividad de las proteínas y puede ser por tanto una mejor opción si 
las propiedades de las MPs y la actividad de las proteínas van a ser determinadas [286, 306, 
307]. En cualquier caso basándonos en nuestros resultados podemos decir que la 
temperatura de centrifugación no afecta  a las determinaciones de MPs (Tabla 4; Figura 16). 
Velocidad de centrifugación 
Tanto la velocidad como el número de centrifugaciones pueden afectar a las propiedades de 
las MPs. En nuestro estudio se observó una clara disminución en el número y en la capacidad 
procoagulante asociada a las MPs (disminuyeron tanto la concentración de MPs medidas en 
eq de PS como la capacidad de generación de trombina y aumentó el tiempo de coagulación 
dependiente de fosfolípidos) cuando se utilizó  una doble centrifugación a velocidades más 
altas (2 x 2500 g, Tabla 4; Figura 17). Esta observación coincide con otros trabajos en los que 
muestran una asociación entre el bajo contaje de MPs y la alta  velocidad de centrifugación 
[308, 309] o entre una menor actividad procoagulante asociada a MPs  y una mayor velocidad 
de centrifugación [310, 311]. La contaminación celular causada por plaquetas y células rojas 
[176] y la liberación de MPs artefactuales debido a la activación de plaquetas ex vivo podrían 
ser los causantes del aumento de MPs cuando sólo se lleva a cabo una centrifugación a baja 
velocidad. Muchos estudios recomiendan una centrifugación adicional para eliminar 
completamente las plaquetas [269, 272],  otros por el contrario consideran suficiente una 
única centrifugación a baja velocidad incluso puntualizan que una única centrifugación a 
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1550 g durante 20 min elimina aproximadamente el 99 % del contenido plaquetar [277, 286, 
301]. La eliminación total de las plaquetas conlleva una pérdida de MPs ya que existe un 
solapamiento entre el tamaño de las PMPs más grandes, las MPs procedentes de células rojas 
y las plaquetas [312]. A la hora de elegir el número y la velocidad de la centrifugación, es 
importante sopesar entre eliminar el máximo número de plaquetas y células rojas posibles sin 
llegar a perder las MPs de interés [176]. No se conoce con certeza cómo afecta la velocidad 
de centrifugación a las MPs de menor tamaño procedentes de otros orígenes celulares 
diferentes. Se han detectado considerables niveles de EMPs utilizando diferentes protocolos 
de centrifugación [176] aunque algunos autores apuntan que niveles elevados de PMPs 
podrían enmascarar la medición de otras MPs más minoritarias es el caso de las EMPs o de 
las LMPs [309]. Debido al bajo número de EMPs y de LMPs, una baja velocidad de 
centrifugación podría ser utilizada para analizar MPs procedente de estos orígenes 
minoritarios a pesar del riesgo de la contaminación causada por la presencia de un remanente 
de plaquetas y células rojas, razón por la que se escogió el protocolo de centrifugación 1500 g 
30 min para el procesamiento de las muestras de los estudios 2 y 3.  
Conservación de las muestras antes de su análisis 
Con frecuencia los laboratorios tienen limitaciones o falta de recursos para analizar las MPs 
en el mismo lugar donde se procesa la muestra o que con frecuencia los ensayos que se llevan 
a cabo para la  determinación de MPs se realizan de forma conjunta sobre un número 
considerable de muestras por lo que se requiere el almacenamiento. En la práctica, es 
inevitable congelar la muestra para conservarla hasta el posterior análisis. En nuestro trabajo 
hemos observado un claro aumento del número y de la capacidad procoagulante de las MPs 
(aumento de generación de trombina y disminución del tiempo de coagulación asociado a 
fosfolípidos) cuando las muestras eran congeladas antes de su análisis (Tabla 4; Figura 20). 
Estos resultados están en concordancia con otros estudios [282, 308, 313] en los que también 
se ha descrito que la congelación-descongelación incrementan los niveles de MPs en plasma. 
Sin embargo, otros grupos no encontraron un aumento de MPs en el plasma tras haberlo 
conservado durante 28, 42 ó 56 días a -80 ºC [280, 309]. Esta discrepancia puede estar 
relacionada con el tipo de MPs estudiado. Las condiciones de conservación de la muestra 
pueden tener diferentes efectos dependiendo de las subpoblaciones de MPs. Varios estudios 
no han observado un aumento sustancial ni en el número de EMPs ni en el número de LMPs 
tras un ciclo de congelación-descongelación [282, 314] aunque sí se ha descrito que el 
número de PMPs positivas para anexina V se ven aumentados [282]. Por otro lado, el tiempo 
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de congelación también es otro factor a tener en cuenta ya que se ha observado que puede 
causar un aumento de los niveles de MPs totales a corto plazo, pero una disminución de las 
mismas si el periodo de congelación es largo [282, 309]. La mayoría de las MPs detectadas 
con los protocolos actuales de centrifugación son de procedencia plaquetar [178] llegando a 
ser en algunos casos superior al 90% mientras que las EMPs y LMPs son muy minoritarias. 
Estudios adicionales que caractericen el origen celular de las MPs podrían ayudar a dilucidar 
si el número y función de las MPs presentes en el PPP congelado son fundamentalmente de 
procedencia plaquetar como se ha sugerido en otros trabajos [269, 309]. 
Una segunda explicación que justifique la variabilidad entre los  resultados teniendo en 
cuenta la conservación de la muestra podría ser el tipo de muestra que se congela y que 
posteriormente es utilizada para el análisis de MPs. En nuestro estudio, congelamos muestras 
de PPP y tras su descongelación se realizaron las determinaciones de MPs directamente 
sobre el plasma con el fin de prevenir la pérdida de MPs [165, 276, 315]. Algunos 
investigadores tras la descongelación del plasma realizan una centrifugación adicional  para 
aislar las MPs en el pellet lo cual, podría conllevar a una pérdida de MPs ya que las MPs de 
menor tamaño no son más densas que el plasma y por tanto no sedimentan [276]. 
Una tercera posible causa del incremento de las MPs tras la congelación-descongelación 
podría ser la activación ex vivo de las plaquetas remanentes en el plasma, lo que daría lugar a 
un incremento del número de plaquetas y de la actividad procoagulante. Se ha observado que 
el número de PMPs es entre 3 y 10 veces mayor en el PPP congelado-descongelado que en 
su PPP equivalente fresco [290, 316]. La fragmentación plaquetar [309, 317] la cual daría 
lugar a fragmentos de un tamaño equivalente al de las MPs y con los mismos antígenos de 
superficie que las PMPs ha sido propuesto como otro mecanismo de formación de MPs 
artefactuales [317]. Esto sustentaría el aumento de MPs totales pero no el aumento de la 
capacidad procoagulante encontrado en nuestro estudio por lo que no lo contemplamos 
como una posible explicación. Nuestros resultados no sólo mostraron un incremento en el 
número de MPs totales, también mostraron un claro aumento de la capacidad procoagulante 
asociada a las MPs, esto no sustentaría la fragmentación como una posible explicación del 
mecanismo causante de la formación de MPs artefactuales. 
Otros factores a tener en cuenta en el análisis de MPs circulantes 
En el presente estudio, nos hemos centrado en la velocidad y temperatura de centrifugación y  
en el almacenamiento de la muestra antes de su análisis. Otros parámetros preanalíticos 
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como el tipo de anticoagulante empleado en la extracción sanguínea, el transporte de los 
tubos de sangre, el tiempo de demora entre la extracción y el procesamiento de la sangre, la 
temperatura de descongelación del plasma pueden afectar en mayor o menor medida las 
propiedades de las MPs [269]. Diversas recomendaciones sobre cómo procesar la muestra 
para la detección de MPs se han llevado a cabo por diferentes grupos de investigación. 
Algunas de ellas son i) elección de citrato como anticoagulante en la extracción, ii) extracción 
sanguínea con mínima compresión y con una aguja de calibre 19-21, iii) procesamiento de la 
muestra en un periodo inferior a 2 h desde la extracción de sanguínea, iv) procesamiento de 
la muestra con dos centrifugaciones seriadas v) conservación del plasma a -80 ºC si no se va a 
analizar en el momento vi) conservación de las muestras congeladas durante periodos de 
tiempo similares para facilitar su comparación [272, 282, 318]. Más estudios que profundicen 
sobre estos puntos son de vital interés. Otro punto que también es causante de variaciones 
en la detección de MPs es la falta de un  criterio a la hora de considerar un evento detectado 
en el citómetro como positivo para MPs. Algunos investigadores consideran MPs a todos 
aquellos eventos que una vez calibrado el citómetro se encuentre dentro de la región de MPs 
establecida [282]. Sin embargo, la mayoría de grupos entre los que nos incluimos nosotros 
definen las MPs como eventos incluidos en la región de MPs y positivos para la anexina V 
[152, 269, 286, 319]. La anexina V es considerado un marcador general de MPs ya que 
reconoce la fosfatidilserina presente en su superficie. Esta unión es dependiente de calcio y 
requiere por tanto la adición de calcio a la muestra lo cual podría facilitar la formación de 
coágulos ex vivo. En consecuencia, se han propuesto marcadores alternativos. Uno de ellos es 
la lactaderina la cual reconoce la fosfatidilserina sin que sea necesaria la presencia de calcio 
[192]. En un estudio reciente han observado contajes de MPs similares marcando las MPs 
con anexina V y con lactaderina, [320]  lo que sugeriría que el calcio requerido por la anexina 
no afecta sustancialmente a la detección de MPs. En cualquier caso, sería interesante 
investigar más a fondo si la lactaderina es un buen marcador de MPs, especialmente 
comparado con la anexina V.  
En nuestros resultados hemos encontrado que la congelación-descongelación y la velocidad 
de centrifugación pero no la temperatura, son variables preanalíticas que, afectan críticamente 
a las MPs. Tanto la preparación de las muestras como los protocolos de detección de MPs 
deben ser estandarizados sobre todo de cara a estudios multicéntricos y cuando las muestras 
necesiten congelarse previamente a su análisis.  
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2. Cuantificación de MPs en dos plataformas citométricas diferentes 
siguiendo una nueva estrategia de calibración 
Encontrar una estrategia que optimice la detección y permita la comparación de los niveles 
de MPs obtenidos en citómetros de diversa índole es de gran utilidad para la elaboración de 
estudios multicéntricos y el avance en el estudio de MPs como biomarcadores. En este 
sentido, hemos evaluado la detección y comparación de MPs en dos citómetros diferentes 
siguiendo una nueva estrategia de calibración basada en el empleo de dos combinaciones de 
bolas diferentes especialmente diseñadas para la calibración de citómetros con mayor 
capacidad de resolución en FS o en SS según corresponda.  En nuestros resultados hemos 
obtenido una alta correlación en los niveles de MPs totales y PMPs medidos entre dos tipos 
de citómetros (Figura 24). Sin embargo, el número absoluto era significativamente mayor en 
el Navios que en el Fortessa (Figura 23). Las combinaciones de bolas fluorescentes de 
diferentes tamaños se emplean frecuentemente para la detección de MPs por citometría de 
flujo [278, 286, 312, 321] aunque es materia de debate si las bolas  compuestas por 
poliestireno son las más adecuadas para la calibración de los citómetros debido al diferente 
índice de refracción entre las bolas de poliestireno y las MPs de procedencia celular [322-
324]. Las esferas Megamix simples, son una combinación de bolas fluorescentes de entre 0,5- 
y 3-µm de diámetro, las cuales se ha comprobado que son una buena herramienta de 
calibración para medir PMPs utilizando citómetros de Beckman Coulter [325]. Sin embargo, 
su uso para la detección de MPs en los citómetros de BD estaba limitado [287]. Una posible 
causa que justificara esta limitación radicaba en que las Megamix simples basaban su 
estrategia de calibración para detectar MPs en el tamaño relativo medido mediante FS. Esta 
estrategia era óptima para los cítometros de Beckman Coulter pero no para los de BD. Las 
estrategias de calibración basadas en la granularidad relativa medida mediante el SS son las 
más adecuadas para la detección de MPs en los equipos de BD. Para abordar este problema, 
recientemente se han diseñado las bolas Megamix-Plus, y de ser validadas, podrían facilitar la 
comparación de los resultados de MPs entre los diferentes tipos y marcas de citómetros 
(Beckman Coulter y BD) y podría por tanto convertirse en una útil herramienta dentro de los 
estudios multicéntricos que contemplen la detección de MPs. 
La buena correlación observada en nuestros resultados entre los dos citómetros está en 
concordancia con otro trabajo reciente en el que compararon los niveles de MPs plaquetares 
utilizando las bolas Megamix-Plus (Megamix –Plus FSC en un citómetro de Beckman 
Coulter y Megamix-Plus SSC en un citómetro de BD) [326]. Sin embargo, nuestro trabajo 
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añade el aspecto original de haber sido realizado en muestras de pacientes con ETV 
utilizando las Megamix-Plus como herramienta de calibración y  dos citómetros localizados 
en distintos hospitales [327], una situación comparable con la de los estudios multicéntricos. 
El objetivo de este trabajo era la realización de un estudio piloto, que sirviera de base para 
estudios y estrategias futuras en las que se contemplaran otras subpoblaciones de MPs, otros 
perfiles de pacientes, o un mayor número de citómetros. 
El recuento tanto de MPs totales como de PMPs observado en nuestro estudio, era mayor en 
el citómtero de Beckman Coulter que en el de BD (Figura 23). Para el cálculo de los niveles 
de MPs se utilizaron unas esferas de contaje de 6 µm de diámetro. La mayoría de las esferas 
de contaje que se comercializan oscilan entre 6 y 10 µm de tamaño y están diseñadas para el 
recuento absoluto de células, pero pueden ser demasiado grandes para ser utilizadas en el 
recuento de MPs las cuales tienen un tamaño entre 8 y 120 veces menor que una célula. La 
detección de MPs por citometría requiere el empleo de unos valores de  voltaje para FS y SS 
(miden tamaño y granularidad relativa respectivamente). Aplicando estos valores de voltaje, 
las esferas de contaje convencionales (con un tamaño entre 6 y 60 veces mayor que las MPs) 
son detectadas en el límite superior de detección  de FS y SS, lo que puede conllevar que no 
se detecte la población completa de esferas de contaje. Dependiendo de la marca y tipo de 
citómetros la proporción de esferas de contaje no detectadas puede variar, pudiendo afectar a 
la comparación de los contajes absolutos entre citómetros. Un estudio monocéntrico 
comparó los niveles de PMPs entre un citómetro de Beckman Coulter y uno de BD y 
encontraron también una limitación en el uso de esferas de contaje a la hora de realizar una 
comparación directa de los valores absolutos. Como alternativa, utilizaron las PMPs 
marcadas con mayor intensidad de fluorescencia como control interno para la comparación 
[326]. Sin embargo,  los niveles de MPs pueden variar incluso dentro del mismo 
sujeto/paciente siendo necesaria la búsqueda de una estrategia más adecuada.  A finales de 
2016  Lacroix y colaboradores realizaron un estudio donde compararon niveles de PMPs 
entre diferentes tipos de citómetros utilizando las Megamix-Plus como estrategia de 
calibración. Para el recuento absoluto de MPs emplearon unas esferas de contaje, no 
comercializadas en aquél entonces, de pequeño tamaño (3 µm). Con el uso de estas esferas 
no encontraron diferencias en cuanto al contaje de PMPs entre citómetros de Beckman 
Coulter y citómetros de BD lo que apoya nuestra hipótesis sobre el excesivo tamaño de las 
esferas de contaje convencionales. El estudio tenía algunas limitaciones como que se requería 
el uso de unas bolas para calibrar la fluorescencia de los citómetros y de un entrenamiento 
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especial para la interpretación de los datos de los citómetros aunque se tratara de personal de 
citometría experimentado [304]. 
Las MPs tienen una gran relevancia clínica como biomarcadores de un amplio abanico de 
procesos fisiológicos y patológicos. Sin embargo su relevancia clínica se ve obstaculizada por 
una falta de estandarización metodológica.  Basándonos en nuestros resultados,  sustentados 
además por estudios realizados con posterioridad por otros grupos de trabajo, podemos decir 
que la determinación de MPs  en diferentes tipos de citómetros es un método fiable, siempre 
y cuando se realice una correcta calibración de los equipos con las bolas adecuadas según el 
tipo de citómetro. Para una comparación óptima del contaje absoluto entre citómetros muy 
probablemente sea necesario el uso de unas esferas de contaje de un tamaño menor a las 
convencionales y especialmente diseñadas para el contaje de MPs por citometría. Futuros 
trabajos que contribuyan a la validación del contaje de MPs mediante esta nueva estrategia de 
calibración y que aborden las limitaciones aún existentes son de vital importancia para 
continuar avanzando en la estandarización y comparación de MPs entre plataformas 
citométricas. Mientras tanto, el uso de Megamix-Plus como estrategia de calibración parece 
ser una opción válida a falta de nuevos estudios multicéntricos que lo corroboren.  
3. Caracterización fenotípica diferencial de MPs en dos grupos de 
pacientes, uno de ETV idiopática y otro de cáncer 
Los estudios metodológicos previos sirvieron como herramienta para la realización de este 
tercer estudio centrado en la caracterización de MPs circulantes en pacientes con ETV y 
pacientes con cáncer. Consideramos que el diseño y análisis planteado en este tercer estudio 
es novedoso, en tanto que hasta el momento, es el primer trabajo enfocado en comparar los 
niveles de MPs entre pacientes con ETV que no han desarrollado cáncer y pacientes con 
cáncer que no han desarrollado ETV y cuyo objetivo es caracterizar las MPs de estas dos 
patologías como paso previo a su estudio como biomarcadores de la trombosis en el paciente 
oncológico y de la neoplasia subyacente en el paciente con trombosis. En nuestros 
resultados, observamos que tanto los niveles de MPs+FT como los niveles de dímero D y 
sP-selectina  destacaban por encontrarse más elevados en aquellos pacientes con ETV que en 
los pacientes con cáncer. Estas observaciones se reafirmaron cuando se comparó la cohorte 
de pacientes de ETV con los 3 subgrupos de cáncer (pulmón, gástrico o pancreático y colon) 
sobre todo en el caso del dímero D y de la sP-selectina. Por otra parte, se observó que las 
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MPs+PSGL1 se encontraban más elevadas en el grupo de cáncer gástrico o pancreático que 
en el grupo de ETV. 
Papel de las MPs como marcadores de ETV en pacientes con cáncer 
Tal y como se ha descrito con anterioridad, el hallazgo de marcadores que ayuden a 
estratificar el riesgo de trombosis en los pacientes con cáncer tiene una gran relevancia clínica 
y las MPs  son uno de los potenciales biomarcadores más estudiados en este sentido [161, 
245, 246, 262]. Nuestros resultados indican que niveles de MPs+FT elevados en pacientes 
con cáncer podrían predecir la aparición de ETV aunque esta observación sería necesaria 
validarla mediante un estudio de cohorte longitudinal. Las MPs+FT no son exclusivas del 
grupo de pacientes con ETV, hemos detectado también MPs+FT en el grupo de pacientes 
con cáncer que no desarrollaron trombosis pero en un número bastante inferior [ETV: 
15021 (23524); Cáncer 10462 (17043); p = 0,027]. El tamaño muestral de nuestra serie podría 
influir en la amplitud de los IC y en el efecto del ligero solapamiento existente entre los 
intervalos de ambos grupos de pacientes con esta población concreta de MPs.  Pensamos que 
nuestros resultados nos permiten identificar las MPs más relevantes en este contexto clínico y 
nos sustentan la realización de estudios de validación en una cohorte de pacientes neoplásico 
más amplia. Estos resultados son consistentes con otros existentes en la literatura médica, 
existen trabajos que atribuyen a las MPs+FT un papel en la formación y progresión del 
trombo [328] y consideran que  las MPs+FT podrían actuar como marcadores para 
identificar pacientes con alto riesgo de desarrollar trombosis[329]. La mayoría de trabajos 
sobre MPs y ETV están diseñados en pacientes con cáncer o en modelos animales con 
cáncer. Se considera que las células tumorales liberan MPs+FT [298, 330] que podrían estar 
implicadas en la trombogénesis del proceso tumoral [161, 243, 331, 332]. En modelos 
experimentales de ratón se ha demostrado que líneas celulares de cáncer de pulmón o de 
páncreas liberan MPs+FT in vitro capaces de  favorecer la formación de trombos in vivo 
cuando son inyectadas en un modelo animal de ratón [298]. En otro trabajo similar en el que 
para observar el papel del FT de procedencia tumoral en la trombosis utilizaron un modelo 
ortrotópico animal al que se le inyectaron células cancerígenas pancreáticas con FT activo, 
observaron que la activación de la coagulación estaba mediada por el FT pero 
sorprendentemente, menos del 5 % de la actividad del FT se asoció con las MPs derivadas de 
tumor [333]. Esto sugería que las MPs derivadas del tumor no eran las únicas implicadas en 
la aparición del estado procoagulante/protrombótico  del cáncer  y que otras fuentes de FT 
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como las MPs+FT de otros orígenes o las células del propio tumor podrían estar jugando un 
papel importante. 
En cuanto a los estudios clínicos, la mayoría encuentran niveles de MPs+FT y de actividad 
procoagulante dependiente del  FT presente en las MPs más elevados en los pacientes con 
cáncer que han desarrollado trombosis que en aquellos que no la desarrollaron [243, 245, 
246, 331, 334], pero son trabajos en su mayoría de carácter retrospectivo. Existe una carencia 
de estudios clínicos prospectivos centrados en analizar el valor de las MPs como predictores 
del evento trombótico en los pacientes con cáncer y  que incluyan además un número 
elevado de pacientes. En un estudio prospectivo con una pequeña serie de pacientes con 
cáncer de páncreas encontraron un valor predictivo para el desarrollo de ETV en la actividad 
de las MPs+FT [262], mientras que en otro estudio con pacientes diagnosticados de mieloma 
múltiple no encontraron dicha asociación [335]. Un estudio retrospectivo caso-control 
observó que el valor medio de MPs+FT en pacientes oncológicos con ETV asociada era 
significativamente mayor que en pacientes con ETV idiopática o aquellos pacientes 
diagnosticados de cáncer pero sin ETV asociada [247]. Estos autores observaron también 
una asociación entre los niveles de MPs+FT y la aparición de trombosis. Sin embargo, otro 
estudio retrospectivo caso control transversal no encontró una asociación significativa  entre 
niveles elevados de MPs+FT y la ETV en pacientes con cáncer incluso cuando el subgrupo 
de pacientes con cáncer más ETV presentaba niveles más elevados de MPs+FT que los 
pacientes con cáncer sin ETV [336]. En el primer estudio más de la mitad de pacientes con 
cáncer que desarrollaron ETV estaban diagnosticados de cáncer de mama, ovario, linfoma o 
renal y la determinación de los niveles de MPs+FT se realizó mediante citometría de flujo 
basada en la impedancia, mientras que en el segundo trabajo la mayoría de los pacientes con 
cáncer que desarrollaron ETV estaban diagnosticados de cáncer gastrointestinal, pulmonar 
pancreático o de próstata y realizaron la determinación de MPs mediante citometría de flujo 
basada en la dispersión de la luz. Estas diferencias metodológicas podrían justificar la 
inconsistencia entre los resultados de ambos estudios.  
Papel de las MPs circulantes como posibles marcadores de neoplasia oculta en pacientes con ETV 
idiopática 
En conexión con la identificación de biomarcadores predictores del riesgo de ETV en 
pacientes con cáncer, la detección precoz de la neoplasia oculta en los pacientes con ETV 
supone otro reto desde el punto de vista clínico. Son menos los trabajos orientados en esta 
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dirección [95] aunque las MPs siguen siendo uno de los candidatos más prometedores. En 
nuestra serie hemos obtenido resultados interesantes al respecto. En primer lugar se ha 
puesto de manifiesto que el paciente con cáncer es muy heterogéneo y no hemos encontrado 
una población de MPs característica de un grupo de neoplasias de localizaciones y cursos 
clínicos diversos, a pesar de que casi todas ellas eran homogéneas histológicamente y la 
mayoría correspondían a adenocarcinomas con un estadío avanzado de la enfermedad 
(estadío IV: 86.5 %). Aún así, hemos encontrado diferencias en los niveles de MPs+PSGL1 
de pacientes con cáncer gástrico o pancreático no asociados a fenómenos tromboembólicos 
y pacientes con ETV que no desarrollan cáncer. Esto nos indica que niveles elevados de 
MPs+PSGL1 en pacientes con una ETV idiopática nos puede justificar una búsqueda más 
activa hacia el diagnóstico posterior de una neoplasia gástrica-pancreática. Evidentemente, 
esta hipótesis que se deriva de nuestro trabajo ha de ser validada en futuros estudios más 
ampliamente. 
El encontrar los niveles de MPs+PSGL1  más elevados en el grupo de cáncer que en el 
grupo de trombosis a priori puede sorprender ya que está muy bien establecida la asociación 
de la P-selectina y sus ligandos a los procesos trombóticos [337-339]. La captación y 
acumulación de las MPs+PSGL1 en el trombo podría explicar el descenso de los niveles 
circulantes de estas MPs en los pacientes con ETV. Esta teoría ha sido sugerida por otros 
grupos [140, 337] y existen publicaciones en las que han observado la acumulación y el 
reclutamiento de MPs procoagulantes durante el proceso de formación del trombo in vivo 
[238, 298]. Por otro lado, recientes estudios han atribuido a la P-selectina y sus ligandos un 
papel en la expansión del tumor y en la metástasis. Algunos autores han observado que las 
células de adenocarcinoma requieren la presencia de PSGL1 para activar a las plaquetas [340] 
y junto con la activación plaquetar favorecer la metástasis [341]. En ratones deficientes para 
P- y L-selectina, células derivadas de adenocarcinoma de colon han provocado metástasis 
más atenuadas que en los ratones control [342]. Estas observaciones sustentarían la elevación 
de MPs+PSGL1 en los pacientes con cáncer gástrico o pancreático encontrada en nuestro 
trabajo sobre todo, si se tiene en cuenta que este subgrupo de cáncer incluye los tipos de 
cáncer con mayor capacidad de expansión y de metástasis dentro de los 3 subgrupos 
estudiados. 
Aunque hemos partido de la hipótesis de que en ciertos pacientes con ETV idiopáticas 
“subyace” una neoplasia oculta que aún no se ha puesto de manifiesto clínicamente, existe 
otra teoría que considera a la trombosis una de las causas que podría ayudar a desencadenar 
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el cáncer en determinados pacientes. En un estudio prospectivo realizaron un seguimiento 
anual durante 4 años a 3052 varones sanos de edad media y observaron que en los sujetos 
con una activación persistente (durante al menos 2 años consecutivos) del estado de 
coagulación, (midieron fibrinopéptido A, fragmento protrombina 1+2, FXIIa, fibrinógeno, 
FVIIag) se duplicaba la tasa de incidencia del cáncer comparados con aquellos que tenían un 
estado hemostático no activado de forma persistente (19,9 % versus 10,0 %; p < 0,001). A 
pesar de esta mayor incidencia, sólo un 19 % de los sujetos con activación persistente del 
estado hemostático desarrollaron cáncer en 11 años de seguimiento, sin embargo su  tasa de 
mortalidad por personas año era mayor con respecto pacientes con cáncer sin activación 
persistente [343]. Estos datos sugerirían que la activación persistente de la vía de coagulación 
y el proceso tumoral podrían ser procesos independientes que cuando convergen entre sí la 
activación persistente del proceso hemostático tendría un importante papel en la fase 
preclínica del cáncer, aumentando la probabilidad de establecimiento de la neoplasia, 
favoreciendo una más rápida proliferación y una más rápida metástasis. 
Papel del dímero D y de la sP-selectina 
En nuestros resultados observamos niveles de dímero D  y de sP-selectina marcadamente 
más elevados en los pacientes con ETV que los pacientes con cáncer (Figura 31). Ensayos 
clínicos y estudios prospectivos reconocen el importante papel del dímero D como valor 
predictivo negativo en el diagnóstico del evento trombótico y su medición está incluida en 
los algoritmos comúnmente utilizados para el diagnóstico de ETV. Sin embargo, el valor 
predictivo del dímero D en algoritmos diagnósticos de ETV en pacientes oncológicos es hoy 
en día materia de debate. Aunque existe una clara relación entre niveles elevados  de dímero 
D y evento trombótico, el dímero D también puede estar elevado en situaciones pro-
inflamatorias y de neoplasia. Recientemente, se ha cuestionado si el punto de corte de 500 
µg/L utilizado en el algoritmo diagnóstico de la ETV es apropiado para poblaciones 
específicas, las cuales presentan ya de por sí niveles de dímero más elevados que la población 
general. En nuestro grupo de pacientes con cáncer la mediana (IC inferior; IC superior) para 
el dímero D ha sido de 687 ug/L (609; 980) sugiriendo que un punto de corte de 1000  ug/L 
podría  ser adecuado para algoritmos de diagnóstico de ETV en pacientes oncológicos. El 
dímero D también ha sido propuesto como marcador para la detección de cáncer oculto en 
pacientes con trombosis. Un reciente estudio retrospectivo longitudinal encontró una 
asociación entre los niveles de dímero D muy elevados (> 4000 ng/mL) y la existencia de un 
cáncer subyacente en una cohorte de 824 pacientes con ETV idiopática [344]. Estudios 
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previos avalan esta teoría, en concreto, un estudio longitudinal prospectivo de pacientes con 
TVP observó que niveles de dímero D por encima de 4000 mg/L en el momento del 
diagnóstico de la TVP o tras 4 días de tratamiento se asocia con una mayor prevalencia del 
cáncer durante los 34 meses de seguimiento [345]. En nuestro trabajo hemos encontrado 
para el grupo de pacientes con ETV idiopática un valor de mediana (IC inferior; IC superior) 
de 3890 ug/L (3598; 4735), datos que podrían ser compatibles con el punto de corte de 4000 
ng/mL propuesto para los pacientes con ETV y neoplasia subyacente. 
En cuanto a la sP-selectina hemos encontrado un comportamiento similar al obtenido con el 
dímero D, lo cual indica que aunque los niveles de sP-selectina se encuentren elevados en 
pacientes con cáncer avanzado (el 86 % en estadío IV) ya metastásico, estos niveles 
aumentan de forma marcada tras la trombosis aguda. Se ha sugerido que la sP-selectina 
podría tener un papel en el diagnóstico de la ETV. Hay autores que sugieren que la P-
selectina podría funcionar como marcador predictor del evento trombótico en el paciente 
oncológico y consideran que cuando tanto dímero D como sP-selectina son incluidos en la 
escala predictiva de Khorana modificada, se mejora la especificidad de la misma.  Estos 
autores recomiendan puntos de corte  igual o superior a 1440 mg/L para el dímero D e igual 
o superior a 53,1 ng/mL para la sP-selectina como valores predictivos de alto riesgo de 
trombosis en pacientes con cáncer. Estos valores propuestos están en concordancia con los 
resultados obtenidos en nuestro estudio, en el cual observamos valores por debajo de estos 
puntos de corte para el grupo de cáncer sin ETV [dímero D mediana (IC): 687 (609; 980), 
sP-selectina mediana (IC): 33,7 (31,8; 38,4). 
En resumen, diferencias en los niveles de MPs circulantes (MPs+FT y MPs+PSGL1) 
podrían tener capacidad para discriminar entre pacientes con ETV idiopática y pacientes con 
cáncer sin ETV. Estas observaciones nos llevarían a validar el papel discriminatorio de estas 
MPs en futuros estudios de cohortes centrados en la búsqueda de biomarcadores de eventos 
trombóticos en pacientes oncológicos y de neoplasia oculta en pacientes con ETV. 
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1. Los niveles y actividad procoagulante de las MPs en el plasma se alteran por la velocidad 
de centrifugación y por la congelación de la muestra. El empleo de centrifugaciones a 
mayor velocidad disminuyen el número y la actividad de las MPs y la congelación-
descongelación del plasma aumenta tanto los niveles de MPs como su actividad. Sin 
embargo, la temperatura de centrifugación no modifica las propiedades de las MPs. Por 
ello, para garantizar una comparación fiable de resultados en los estudios sobre MPs es 
necesario emplear la misma velocidad de centrifugación y la misma condición de 
conservación del plasma. 
2. La citometría de flujo es un método fiable para la determinación de MPs en los 
citómetros Beckman Coulter y BD calibrados con sus correspondientes Megamix-Plus. 
Con esta estrategia de calibración se observó una alta correlación entre los niveles tanto 
de MPs totales como de PMPs detectados en ambos citómetros aunque se detectó un  
mayor número de ambos tipos de MPs en el Navios que en el LSR Fortessa. El empleo 
de la misma marca y tipo de citómetro junto con las correspondientes bolas de 
calibración es una estrategia adecuada para la comparación absoluta  de resultados de 
MPs. La comparación entre citómetros de diferente marca y/o características técnicas 
calibrados con Megamix también es adecuada si se realiza una comparación relativa o 
porcentual de los resultados. 
3. Entre los pacientes con cáncer que no desarrollan trombosis y los pacientes con ETV 
idiopática se han encontrado diferencias en cuanto a los niveles de MPs+FT, niveles de 
dímero D y niveles de sP-selectina siendo todos ellos significativamente mayores en los 
pacientes con ETV. Para los pacientes con cáncer no existe globalmente un tipo 
característico de MPs. No obstante, los pacientes con cáncer de tipo gástrico o 
pancreático que no desarrollan trombosis presentaban niveles más elevados de 
MPs+PSGL1 que aquellos pacientes con ETV idiopática. Las diferencias encontradas 
entre los niveles de MPs circulantes (MPs+FT y MPs+PSGL1) de pacientes con ETV 
idiopática y pacientes con cáncer que no desarrollan trombosis podrían servir como un 
punto de partida para futuros estudios. Nuestros resultados apuntan a que dado la 
heterogeneidad de la biopatología del cáncer es recomendable abordar las preguntas 
clínicas de investigación en un marco restringido de tipo y localización del tumor y 
situación clínica concreta.  
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HOJA DE INFORMACIÓN AL PACIENTE PARA EL ESTUDIO DE 
MICROPARTICULAS CIRCULANTES EN PACIENTES CON ENFERMEDAD 
TROMBOEMBOLICA VENOSA Y CANCER 
 
Se le ha solicitado su participación en el estudio de investigación llamado: “Estudio de 
Micropartículas circulantes en pacientes con Enfermedad Tromboembólica Venosa y Cáncer”, cuya 
investigadora principal es la Dra. Remedios Otero Candelera. 
Desde hace muchos años los médicos sabemos que existe una relación entre el hecho de 
padecer trombosis venosas y de padecer algún tipo de tumor. El diagnóstico del tumor o de 
la trombosis puede ser indistintamente antes o después. En otras palabras, se puede 
diagnosticar una trombosis y meses después el tumor o viceversa. Esto ocurre en el 16% de 
trombosis venosas que no se conoce la causa. En el caso de los tumores, existe entre un 5 a 
un 15% que posteriormente padecen trombosis. El presente estudio pretende hallar un 
marcador en sangre que nos indique con más precisión cuales son los pacientes más 
predispuestos. Los beneficios de esta investigación serían conocer en qué enfermos 
tendríamos que intensificar la búsqueda de un tumor oculto para diagnosticarlo lo antes 
posible, tratar y mejorar el pronóstico. Por otro lado, serviría para realizar medidas de 
prevención antitrombótica en pacientes con tumores. Su participación se concreta en una 
extracción de sangre venosa periférica y una serie de revisiones médicas. Su participación en 
el estudio es voluntaria. Puede negarse a participar y suspender su participación en cualquier 
momento sin penalización alguna ni pérdida de beneficios de asistencia médica a los que 
tiene derecho. Trataremos de hacer coincidir la extracción sanguínea y las revisiones con las 
que usted tendrá concertadas para su asistencia médica. Así le evitaremos más molestias y 
desplazamientos de los necesarios a las consultas. 
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HOJA DE INFORMACIÓN A LOS CONTROLES 
ESTUDIO DE MICROPARTICULAS CIRCULANTES EN PACIENTES CON 
ENFERMEDAD 
TROMBOEMBOLICA VENOSA Y CANCER 
 
Se le ha solicitado su participación en el estudio arriba citado cuya investigadora principal es 
la Dra. Remedios Otero Candelera. 
Dicho proyecto estudia la relación existente entre el Cáncer y las Trombosis Venosas. Usted 
no tiene ninguna de estas enfermedades y es por lo que precisamente le hemos pedido su 
colaboración. Necesitamos conocer los niveles de las sustancias, que vamos a medir en los 
pacientes del estudio, en otras personas libres de estas enfermedades para poder establecer 
controles. Las sustancias que mediremos se llaman micropartículas y precisan que la 
extracción de sangre se haga de forma cuidadosa y posteriormente procesada con rapidez. 
Los beneficios de esta investigación recaerán en una mejor atención de las personas que 
padecen cáncer avanzado y de personas que hayan tenido una trombosis venosa o embolia 
pulmonar sin causa aparente. Su participación se concreta en una extracción de sangre 
venosa periférica que se hará coincidir con alguna otra que precise de forma rutinaria como 
control de su salud. Puede negarse a participar y suspender su participación en cualquier 
momento sin penalización alguna ni pérdida de beneficios de asistencia médica a los que 
tiene derecho. 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO 
 
Titulo: “Estudio de Micropartículas circulantes en pacientes con Enfermedad Tromboembólica 
Venosa y Cáncer”. 
Yo,…………………………………………………………………………………… 
(Nombre y apellidos) 
He leído la hoja de información que se me ha entregado. 
He podido hacer preguntas sobre el estudio. 
He recibido suficiente información sobre el estudio. 
He hablado con: 
…………………………………………………………………………………………. 
(Nombre del investigador) 
Comprendo que mi participación es voluntaria. 
Comprendo que puedo retirarme del estudio: 
1º Cuando quiera. 
2º Sin tener que dar explicaciones. 
3º Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos. 
Presto libremente mi conformidad a participar en el estudio. 
 
 
 
Fecha Firma del participante                                                             Fecha Firma del testigo 
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 A continuación se especifican las publicaciones cuyos resultados se muestran en el 
presente trabajo de tesis. 
- Sánchez-López V, Vila-Liante V, Arellano-Orden E, Elías-Hernández T, Ramón-Nuñez 
LA, Jara-Palomares L, Martínez-Sales V, Gao L, Otero-Candelera R. High correlation 
between 2 flow cytometry platforms in the microparticles analysis using a new 
calibrated beads strategy. Transl Res. 2015 Dec; 166(6):733-9. doi: 
10.1016/j.trsl.2015.08.006. Epub 2015 Aug 20. 
- Vila-Liante V, Sánchez-López V, Martínez-Sales V, Ramón-Nuñez LA, Arellano-Orden E, 
Cano-Ruiz A, Rodríguez-Martorell FJ, Gao L, Otero-Candelera R.  Impact of sample 
processing on the measurement of circulating microparticles: storage and 
centrifugation parameters. Clin Chem Lab Med. 2016 Nov 1;54(11):1759-1767. doi: 
10.1515/cclm-2016-0036. 
  
 
